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PENGARUH EKSTRAK ETANOL 70% ALFALFA (Medicago sativa L.)
SEBAGAI SUMBER ANTIOKSIDAN TERHADAP MOTILITAS DAN
VIABILITAS SPERMATOZOA Mus musculus SECARA IN VITRO

Shofia Azzahra, Kholifah Holil, dan Didik Wahyudi

Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi,
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRAK

Alfalfa (Medicago sativa L.) merupakan tanaman leguminosa yang mengandung senyawa
bioaktif yang berperan sebagai antioksidan alami. Senyawa flavonoid mampu menetralisir
radikal bebas penyebab stres oksidatif yang dapat menurunkan kualitas spermatozoa,
terutama motilitas dan viabilitas. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
pengaruh ekstrak etanol 70% alfalfa terhadap motilitas dan viabilitas spermatozoa Mus
musculus secara in vitro. Jenis penelitian ini menggunakan eksperimental laboratorium
dengan rancangan acak lengkap (RAL) yang terdiri atas empat perlakuan ekstrak alfalfa,
yaitu kontrol, 2%, 4% dan 6%, dengan enam ulangan. Spermatozoa Mus musculus diisolasi
dari cauda epididimis, kemudian dicacah dalam larutan NaCl fisiologis 0,9% hingga
terbentuk suspensi spermatozoa. Suspensi spermatozoa selanjutnya dicampurkan ke dalam
medium yang mengandung ekstrak alfalfa sesuai perlakuan dan diinkubasi selama 30
menit. Data dianalisis menggunakan One Way ANOVA setelah memenuhi uji normalitas
dan homogenitas. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian ekstrak alfalfa tidak
berpengaruh terhadap motilitas spermatozoa. Namun, konsentrasi 4% (perlakuan E2)
mengindikasikan kemampuan yang lebih baik dalam mempertahankan motilitas
spermatozoa dibandingkan perlakuan lainnya. Pemberian ekstrak alfalfa pada parameter
viabilitas berpengaruh terhadap viabilitas spermatozoa mencit secara in vitro. Perlakuan
E2 (konsentrasi 4%) menunjukkan kemampuan tertinggi dalam mempertahankan viabilitas
spermatozoa dibandingkan perlakuan lainnya. Dengan demikian, ekstrak etanol 70%
alfalfa berpotensi sebagai sumber antioksidan alami dalam membantu mempertahankan
kualitas spermatozoa.

Kata kunci: antioksidan, flavonoid, Medicago sativa L., Mus musculus, motilitas,
spermatozoa, viabilitas.
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EFFECT OF ETHANOL EXTRACT 70% ALFALFA (Medicago sativa L.)
AS A SOURCE OF ANTIOXIDANTS FOR THE MOTILITY AND
VIABILITY OF Mus musculus SPERMATOZOA IN VITRO

Shofia Azzahra, Kholifah Holil, dan Didik Wahyudi

Biology Study Program, Faculty of Science and Technology,
Maulana Malik Ibrahim State Islamic University Malang

ABSTRACT

Alfalfa (Medicago sativa L.) is a leguiminosa plant that contains bioactive compounds that
act as natural antioxidants. Flavonoid compounds are able to neutralize free radicals that
cause oxidative stress that can degrade the quality of spermatozoa, especially motility and
viability. Therefore, this study aims to determine the effect of 70% alfalfa ethanol extract
on the motility and viability of Mus musculus spermatozoa in vitro. This type of study uses
a laboratory experiment with a complete random design (RAL) consisting of four alfalfa
extract treatments, namely controls, 2%, 4% and 6%, with six replicas. Mus musculus
spermatozoa are isolated from the cauda epididymis, then chopped in a 0.9% physiological
NaCl solution until spermatozoa suspension is formed. The spermatozoa suspension was
then mixed into a medium containing alfalfa extract as per the treatment and incubated for
30 minutes. The data were analyzed using One Way ANOVA after meeting the normality
and homogeneity tests. The results showed that the administration of alfalfa extract had no
effect on spermatozoa motility. However, the concentration of 4% (E2 treatment) indicated
a better ability to maintain spermatozoa motility than other treatments. The administration
of alfalfa extract at the viability parameters affects the viability of mouse spermatozoa in
vitro. The E2 treatment (concentration of 4%) showed the highest ability to maintain
spermatozoa viability compared to other treatments. Thus, 70% alfalfa ethanol extract has
the potential to be a natural source of antioxidants in helping to maintain the quality of
spermatozoa.

Keywords: antioxidants, flavonoids, Medicago sativa L., Mus musculus, motility,
spermatozoa, viability.
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Spermatozoa merupakan sel reproduksi jantan yang berperan dalam
membawa materi genetik untuk membuahi ovum dalam proses fertilisasi. Sel ini
terbentuk melalui proses spermatogenesis yang kompleks dan memiliki fungsi
penting dalam keberhasilan reproduksi (Muharani, dkk., 2025). Infertilitas
merupakan gangguan pada sistem reproduksi yang dapat dialami baik oleh pria
maupun wanita. Salah satu faktor pada pria yang berkontribusi terhadap infertilitas
adalah penurunan kualitas spermatozoa, seperti rendahnya motilitas, viabilitas,
maupun abnormalitas morfologi. Penurunan kualitas spermatozoa tersebut dapat
dipengaruhi oleh berbagai faktor, salah satunya adalah stres oksidatif (Ridhoila,
dkk., 2017).

Fertilisasi in vitro (IVF) merupakan salah satu teknologi reproduksi
berbantu yang terus berkembang dan digunakan untuk membantu mengatasi
masalah infertilitas. Teknik ini dilakukan dengan mempertemukan spermatozoa
dan ovum di luar tubuh dalam media kultur yang terkontrol sehingga proses
pembuahan dapat berlangsung secara optimal. Sebelum dilakukan fertilisasi, gamet
diberikan perlakuan tertentu untuk mendukung keberhasilan proses pembuahan.
Selain berperan dalam penanganan infertilitas, IVF juga dimanfaatkan untuk
meningkatkan efisiensi pemanfaatan spermatozoa dan ovum serta mendukung
upaya pencegahan kelainan genetik tertentu pada keturunan (Dewi, dkk., 2019).

Keberhasilan fertilisasi, baik secara alami maupun melalui IVF, sangat dipengaruhi



oleh kualitas spermatozoa yang digunakan. Spermatozoa yang berkualitas memiliki
viabilitas tinggi, morfologi normal, dan motilitas progresif yang baik (Shari, 2022).

Kualitas spermatozoa merupakan salah satu faktor penting yang
menentukan keberhasilan fertilisasi, baik secara alami maupun melalui fertilisasi in
vitro (IVF). Spermatozoa yang berkualitas memiliki viabilitas tinggi, morfologi
normal, dan motilitas progresif yang baik. Motilitas merupakan kemampuan
spermatozoa untuk bergerak maju secara aktif dalam media cair, sehingga
memungkinkan spermatozoa mencapai dan menembus lapisan pelindung ovum
selama proses fertilisasi

Kualitas spermatozoa berkaitan erat dengan kondisi fisiologis tubuh,
terutama keseimbangan antara produksi radikal bebas dan sistem antioksidan.
Peningkatan kadar ROS yang tidak diimbangi oleh aktivitas antioksidan dapat
memicu stres oksidatif, yang selanjutnya menyebabkan kerusakan pada sel
spermatozoa (Kowalczyk, 2022). Stres oksidatif dapat memicu kerusakan membran
plasma spermatozoa yang kaya akan asam lemak tak jenuh melalui proses
peroksidasi lipid. Kondisi tersebut mengakibatkan penurunan fluiditas membran
serta terganggunya fungsi mitokondria dalam memproduksi ATP. Berkurangnya
produksi ATP kemudian berdampak pada menurunnya motilitas spermatozoa.
Selain itu, ROS juga dapat memicu kerusakan DNA spermatozoa yang berpengaruh
terhadap penurunan viabilitas dan kemampuan fertilisasi (Kaltsas et al., 2026; Dutta
et al., 2019). Konsep keseimbangan ini dijelaskan dalam Al-Quran pada surah Al-
Infithar ayat 6-8 sebagai berikut.
G a3 ool 3 v U Blked duls gl v 2800 dg 82w byl @il



Artinya: “Wahai manusia, apakah yang telah memperdayakanmu (berbuat
durhaka) terhadap Tuhanmu Yang Maha Mulia, yang telah
menciptakanmu lalu menyempurnakan kejadianmu dan menjadikan
(susunan tubuh)-mu seimbang? Dalam bentuk apa saja yang
dikehendaki, Dia menyusun (tubuh)-mu.” (QS. Al-Infithar [82]: 6-8).

Makna kata (& C;j‘) menurut Qurthubi dalam Tafsir Qurthubi yang
diterjemahkan oleh Utsman (2009), berarti Allah yang mengatur penciptaanmu dari
setetes mani, (&b54) dalam perut ibumu, kemudian menjadikan bagimu memiliki
dua tangan, dua kaki, sepasang mata, serta seluruh anggota tubuhmu. Adapun kata
(33535) berarti menjadikanmu ciptaan yang lurus, sepadan dan seimbang. Lebih
lanjut, Az-Zuhaili (2005) dalam Tafsir Al-Munir yang diterjemahkan oleh Kattani,
dkk (2013), menjelaskan kata (&h5#) bahwa Allah telah menjadikan anggota
tubuhmu lurus dan sesuai serta disiapkan dengan fungsi masing — masing. Adapun
kata (?ﬂhﬁ) menunjukkan bahwa Allah menjadikan (susunan tubuh) mu seimbang
dalam penciptaan. Allah menciptakanmu dari sperma setelah sebelumnya tidak ada,
menjadikanmu sempurna, seimbang dalam rupa dan bentuk dengan anggota tubuh
yang serasi, tidak bertentangan, ditambah dengan pancaindra berupa pendengaran,
penglihatan, kemampuan akal dan pemahaman. Selain itu, Dia menciptakanmu
dalam bentuk paling indah yang Dia kehendaki. Engkau tidak memilih bentuk
dirimu sendiri.

Shihab (2002) pada Tafsir Al-Mishbah, menjelaskan bahwa kata (& )53\)
menunjukkan Allah Al-Karim adalah Dia Yang Maha Pemurah dengan pemberian-
Nya, Maha Luas dengan anugerah-Nya, tidak terlampaui oleh harapan dan cita
betapapun tinggi dan besarnya harapan dan cita. Dia yang memberi tanpa

Yog < . . .. .
perhitungan. Sementara itu, kata (<l%28) berarti seimbang. Kata ini dapat berarti

menjadikan anggota tubuh manusia seimbang, serasi sehingga tampak harmonis,



dapat juga berarti menjadikanmu memiliki kecenderungan untuk bersikap adil.
Allah membentuk manusia dalam bentuk apapun yang dikehendaki-Nya antara lain
dalam bentuk cantik atau buruk, gagah atau jelek, pria atau wanita, tinggi atau
pendek. Alhasil, dalam bentuk apapun yang dikehendaki-Nya. Kehendak-Nya itu
bisa wujud melalui sistem yang ditetapkan-Nya dan yang bila mampu diungkap
oleh manusia maka ia dapat memanfaatkannya.

Perlindungan spermatozoa terhadap kerusakan akibat stres oksidatif dapat
ditingkatkan oleh keberadaan senyawa antioksidan. Antioksidan berfungsi
menekan aktivitas radikal bebas dengan cara menyumbangkan elektron, sehingga
radikal tersebut menjadi lebih stabil dan tidak memicu reaksi berantai yang dapat
merusak komponen sel. Peran antioksidan tidak terbatas pada pencegahan
kerusakan spermatozoa akibat ROS, melainkan juga mencakup modulasi kadar
ROS dalam plasma seminal untuk mempertahankan lingkungan fisiologis yang
diperlukan bagi fungsi spermatozoa dan keberhasilan fertilisasi (Kaltsas et al.,
2026).

Bahan alam yang mampu mengatasi radikal bebas yang juga memiliki
kandungan antioksidan diantaranya seperti alfalfa (Medicago sativa L.). Alfalfa
berpotensi mempertahankan kualitas spermatozoa melalui aktivitas antioksidannya.
Tanaman alfalfa (Medicago sativa L.) memiliki kandungan senyawa bioaktif
dengan antioksidan tinggi. Alfalfa kaya akan senyawa fitokimia seperti flavonoid,
saponin, vitamin dan mineral (Susilowati dan Rosyidah, 2008). Kandungan aktif
yang dimiliki oleh alfalfa berpotensi untuk dimanfaatkan sebagai antioksidan.
Flavonoid pada umumnya lebih mudah larut dalam air maupun pelarut polar karena

memiliki ikatan gugus gula pada strukturnya. Penggunaan pelarut etanol 70%



dalam proses ekstraksi mampu menarik senyawa polar dan semi polar tanpa
merusak struktur aktifnya (Padmasari, dkk., 2013).

Beberapa penelitian yang telah dilakukan menunjukkan pengaruh flavonoid
dan beberapa senyawa aktif yang sama seperti yang dimiliki oleh alfalfa berperan
dalam menetralisir radikal bebas. Aktivitas antioksidan alfalfa telah dilaporkan oleh
Widyowati dkk. (2014), yang menunjukkan bahwa ekstrak etanolik 70% tanaman
tersebut memiliki nilai ICso sebesar 59,339 pg/mL serta mengandung senyawa
flavonoid. Nilai ICso digunakan sebagai indikator kekuatan aktivitas antioksidan
suatu senyawa. Semakin rendah nilai ICso yang diperoleh, semakin efektif senyawa
tersebut dalam menghambat radikal bebas sehingga aktivitas antioksidannya
semakin tinggi. Keberadaan flavonoid berperan dalam kemampuan alfalfa
menangkal radikal bebas melalui aktivitas antioksidannya. Aktivitas antioksidan
yang lebih kuat juga dilaporkan pada ekstrak Capparis spinosa dengan nilai ICso
sebesar 21,591 pg/mL. Ekstrak tersebut mampu mempertahankan kualitas
spermatozoa manusia dengan motilitas mencapai 51,8%, yang berkaitan dengan
kandungan flavonoid sebagai senyawa antioksidan dominan (Rad et al., 2021).
Oleh karena itu, aktivitas antioksidan ekstrak etanol 70% alfalfa yang tergolong
kuat menjadi dasar penggunaannya dalam penelitian ini untuk mengevaluasi
pengaruhnya terhadap kualitas spermatozoa, khususnya motilitas dan viabilitas.

Temuan tersebut didukung dengan penelitian Leyn dkk. (2021) yang
menemukan bahwa ekstrak kulit buah naga yang kaya flavonoid dan antosianin
mampu menghambat radikal bebas hingga 83,48 + 5,03%. Senyawa flavonoid pada
ekstrak tersebut diketahui berperan dalam melindungi spermatozoa dari kerusakan

yang dipicu oleh stres oksidatif. Oleh karena itu, tanaman yang mengandung



senyawa antioksidan dalam jumlah tinggi berpotensi dimanfaatkan untuk
membantu mempertahankan kualitas spermatozoa.

Flavonoid termasuk kelompok metabolit sekunder golongan fenolik yang
diketahui memiliki kemampuan antioksidan dalam menangkal radikal bebas
(Zuraida et al., 2017). Senyawa ini termasuk kelas polifenol yang memiliki banyak
gugus fenol dalam strukturnya, sehingga dapat menstabilkan senyawa radikal.
Flavonoid akan berperan sebagai antioksidan dengan cara menangkap radikal bebas
yang dilepaskan peroksida (Yuslianti, 2018; Sholihin dan Ducha, 2024).
Kemampuan tersebut diperlukan oleh sel spermatozoa karena membrannya kaya
akan asam lemak tak jenuh yang mudah mengalami peroksidasi lipid. Dengan
adanya antioksidan diharapkan mampu melindungi protein spermatozoa dari
oksidasi berlebihan, menjaga fungsi enzim mitokondria tetap optimal dalam
menghasilkan ATP untuk pergerakan flagel, serta melindungi DNA spermatozoa
dari fragmentasi akibat serangan ROS. Selain itu, antioksidan keberadaannya tidak
hanya menetralkan ROS, tetapi juga mempertahankan integritas struktural dan
fungsional sperma, sehingga kualitas spermatozoa dalam hal motilitas, viabilitas,
dan tetap terjaga (Moretti et al., 2023).

Mencit (Mus musculus) merupakan salah satu hewan laboratorium yang
banyak digunakan dalam penelitian reproduksi karena memiliki siklus reproduksi
yang relatif singkat, tingkat fertilitas yang tinggi, serta kesamaan fisiologis dengan
manusia pada beberapa aspek biologis (Hickman et al., 2016). Oleh karena itu,
spermatozoa mencit dapat digunakan sebagai model untuk mengevaluasi pengaruh
bahan alami yang berpotensi mendukung kualitas spermatozoa. Namun, penelitian

mengenai pemanfaatan ekstrak etanol 70% alfalfa terhadap kualitas spermatozoa



Mus musculus secara in vitro masih tergolong terbatas. Selain itu, penelitian
mengenai respons spermatozoa terhadap berbagai konsentrasi ekstrak alfalfa juga
masih perlu dikaji lebih lanjut. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan untuk
mengevaluasi pengaruh berbagai konsentrasi ekstrak etanol 70% alfalfa terhadap
motilitas dan viabilitas spermatozoa Mus musculus secara in vitro.
1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah bagaimana pengaruh ekstrak
etanol 70% alfalfa terhadap motilitas dan viabilitas spermatozoa Mus musculus
secara in vitro?
1.3 Tujuan

Tujuan pada penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh ekstrak etanol
70% alfalfa terhadap motilitas dan viabilitas spermatozoa Mus musculus secara in
vitro.
1.4 Manfaat

Manfaat pada penelitian ini adalah sebagai berikut.
1. Untuk memberikan informasi tentang pengaruh ekstrak etanol 70% alfalfa
terhadap motilitas dan viabilitas spermatozoa Mus musculus secara in vitro.
2. Untuk memberikan alternatif pemanfaatan alfalfa sebagai antioksidan dalam
mengatasi kesuburan reproduksi pada jantan.

1.5 Batasan Masalah

Batasan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut.
1. Alfalfa yang digunakan adalah alfalfa kering dalam bentuk serbuk dan
diekstraksi dengan pelarut etanol 70%.
2. Penelitian dilakukan secara in vitro dengan menggunakan spermatozoa mencit

(Mus musculus) jantan dewasa yang diperoleh melalui isolasi organ reproduksi.



3. Konsentrasi ekstrak etanol 70% alfalfa yang dipaparkan dalam penelitian ini
adalah konsentrasi 0%, 2%, 4% dan 6%, ekstrak tersebut diberikan pada
spermatozoa yang diinkubasi pada waktu 0 menit dan 30 menit.

4. Parameter kualitas spermatozoa yang diamati adalah motilitas dan viabilitas.
Metode yang digunakan pada parameter viabilitas adalah dengan pewarnaan eosin
dan nigrosin untuk menilai vitalitas sperma. Sedangkan, parameter motilitas
dilakukan dengan menggunakan mikroskop.

5. Media spermatozoa dalam penelitian ini menggunakan sodium chloride 0,9%

infus.



BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Alfalfa (Medicago sativa L.)

Alfalfa dikenal sebagai salah satu tanaman hijauan penting yang sering
dijuluki sebagai “The Queen of Forage Crops” atau “Ratu Hijauan”. Tanaman ini
termasuk salah satu spesies hijauan tertua yang berasal dari wilayah pegunungan
Mediterania di Asia Barat Daya. Penyebaran alfalfa ke kawasan Eropa diperkirakan
terjadi sekitar tahun 490 SM melalui bangsa Persia. Seiring perkembangannya,
tanaman yang berasal dari daerah subtropis ini telah banyak dibudidayakan di
berbagai negara, terutama sebagai sumber hijauan berkualitas untuk pakan ternak

(Sajimin, 2011). Klasifikasi alfalfa (Medicago sativa L.) menurut Suherman (2009)

adalah sebagai berikut.
Kingdom : Plantae
Division : Magnoliophyta
Class : Magnoliopsida
Order : Fabales
Family : Fabaceae
Genus : Medicago

Species  : Medicago sativa L.
2.1.1 Morfologi
Alfalfa (Medicago sativa L.) merupakan tanaman leguminosa perenial yang
umum digunakan sebagai pakan ternak. Sistem perakaran tanaman ini berkembang
hingga kedalaman 4,5meter, yang memungkinkan tanaman tetap memperoleh air
dan Dbertahan selama kondisi lingkungan yang mengalami kekeringan

berkepanjangan (Sajimin, 2011). Menurut Al-Neem (2008), Alfalfa merupakan
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tanaman herba tahunan yang memiliki akar tunggang dalam, bercabang, dan
membentuk rimpang (rhizome) (Gambar 2.1e). Pertumbuhannya memerlukan
paparan sinar matahari penuh serta kadar kapur tanah yang cukup. Tanaman ini
dikenal tahan terhadap suhu tinggi dan mampu beradaptasi dengan baik pada
kondisi penggembalaan yang berat. Secara morfologi, batang alfalfa dapat tumbuh
mendatar hingga tegak dengan pangkal yang berkayu, dan tinggi tanaman mencapai
30-120 cm (Widyati-Slamet, dkk., 2014).

Selama fase pertumbuhannya, tanaman alfalfa membentuk beberapa jenis
batang. Tunas aksilar yang terletak di bagian bawah ketiak daun akan berkembang
menjadi batang utama yang tumbuh tegak setelah terbentuknya mahkota tanaman,
sedangkan tunas aksilar yang muncul di atas permukaan tanah akan membentuk
cabang-cabang baru (Bora & Sharma, 2011). Mahkota memiliki aktivitas
meristematik yang tinggi dengan menghasilkan tunas baru yang kemudian
berkembang menjadi batang. Batang utama dapat mencapai panjang sekitar 1 meter
setelah terbentuknya mahkota (Gambar 2.1d) (Bagavathiannan dan Van Acker,
2009). Setiap mahkota bahkan mampu menghasilkan 5-25 batang (Doss et al.,

2011).

Gambar 2.1 Morfologi Medicago sativa L. (a) Alfalfa, (b) Daun, (c) Bunga, (d)
Batang, dan (e) Akar (iNaturalis, 2025; Native Plant Trust, 2025).
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Daun alfalfa memiliki bentuk trifoliat pada setiap tangkainya (Gambar
2.1b). Bentuk daunnya obovate-oblong hingga oval dengan tepi bergerigi halus.
Ukuran daun berkisar antara 10—45 mm panjangnya dan 3—10 mm lebarnya. Bagian
bawah daun dan tangkai daun alfalfa ditutupi oleh rambut-rambut halus yang
disebut trikoma (Doss et al., 2011). Susunan bunga alfalfa berbentuk tandan atau
raceme yang tumbuh di ketiak daun. Dalam satu tandan dapat ditemukan sekitar
10-35 kuntum bunga (Widyati-Slamet et al., 2014). Kelopak bunga berbentuk
tabung (Gambar 2.1c¢), sedangkan mahkotanya dapat berwarna kuning, biru, atau
ungu dengan panjang sekitar 6—-15 mm (Bora & Sharma, 2011). Biji alfalfa
berukuran kecil, berwarna cokelat, dan memiliki bentuk menyerupai ginjal dengan
diameter sekitar 1-2 mm (Doss et al., 2011).

2.1.2 Kandungan dan Manfaat

Alfalfa (Medicago sativa L.) merupakan tanaman herbal yang memiliki
kandungan gizi yang tinggi, seperti protein, vitamin, dan mineral, sehingga banyak
dimanfaatkan untuk menunjang kesehatan. Kecambah alfalfa umumnya
dikonsumsi sebagai bahan pangan, khususnya dalam salad. Sementara itu, bagian
daun, batang, akar, dan biji tanaman alfalfa dapat diformulasikan menjadi berbagai
sediaan suplemen kesehatan, antara lain bubuk herbal, kapsul, dan tablet (Gomathi
et al., 2016). Selain sebagai sumber nutrisi, daun dan batang alfalfa juga telah
dimanfaatkan dalam pengobatan tradisional maupun modern. Berbagai penelitian
melaporkan bahwa alfalfa memiliki aktivitas antibakteri, berpotensi meningkatkan
produksi air susu ibu sebagai galaktagog, serta dapat digunakan sebagai tonik untuk

membantu menjaga fungsi sistem pencernaan. Selain itu, senyawa antioksidan yang
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terdapat pada alfalfa berfungsi sebagai penangkal radikal bebas sehingga mampu
mengurangi kerusakan oksidatif pada sel (Hanif et al., 2015).

Tanaman Alfalfa (Medicago sativa L.) ditumbuhkan oleh Allah untuk
dimanfaatkan untuk memenuhi kebutuhan makhluk-Nya. Hal ini dijelaskan dalam

Al-Qur’an Surah Asy-Syu’ara’ ayat 7 sebagai berikut.

.0 0/

Ve S 8 e BT 58 o5 ) g U4

Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatlkan bumi, betapa banyak Kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam (tumbuh-tumbuhan) yang
baik?” (QS. Asy-Syu’ara’ [26]: 7).

Menurut Qurthubi dalam Tafsir Qurthubi yang diterjemahkan oleh Utsman
(2009), ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah telah memperingatkan akan
keagungan dan kekuasaan-Nya, bahwa jika mereka melihat dengan hati dan mata,
mereka niscaya akan mengetahui bahwa Allah adalah yang berhak untuk disembah,
karena Maha Kuasa atas segala sesuatu. Shiddieqy (1961) dalam Tafsir An-Nuur
yang diterjemahkan oleh Shiddiqi, dkk (2000) juga menjelaskan apakah mereka
terus-menerus mengingkari Allah, mendustakan Rasul-Nya, tidak mau memahami
tanda-tanda kebesaran Allah yang ada di alam ini. Misalnya, bagaimana Allah
menumbuhkan berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang beraneka ragam, yang
semuanya menunjuk kepada keagungan Allah dan kekuasaan-Nya.

Makna kata (CX) menurut Az-Zuhaili (2005) dalam Tafsir Al-Munir yang
diterjemahkan oleh Kattani, dkk (2013) berarti berbagai macam tumbuh-tumbuhan
yang menyeluruh, sedangkan kata (%) berarti menyeluruh dan banyak sekali.
Artinya, telah Allah ciptakan dan tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-

tumbuhan dan buah-buahan yang banyak manfaatnya. Maka dengan hal itu,

manusia mendapatkan bukti keagungan kuasa Allah dan dahsyatnya kekuasaan-
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Nya, bahwa Allah ada dan Esa lagi Mahakuasa terhadap segala sesuatu untuk
memberikan petunjuk kepada kaum dan yang lainnya.
Hal ini juga selaras dengan firman Allah dalam Al-Qur’an Surah Lugman

ayat 10 sebagai berikut.

el TR bjuﬁﬁ*d@%%fwwuw‘

Artinya: “Dia menciptakan langzt tanpa tiang (sepertl) vang kamu lihat dan

meletakkan di bumi gunung-gunung (vang kukuh) agar ia tidak

mengguncangkanmu serta menyebarkan padanya (bumi) segala jenis

makhluk bergerak. Kami (juga) menurunkan air hujan dari langit, lalu

Kami menumbuhkan padanya segala pasangan yang baik.” (QS. Lugman

[31]: 10).

Menurut Az-Zuhaili (2005) dalam 7afsir Al-Munir yang diterjemahkan oleh
Kattani, dkk (2013), ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah menuturkan dalil dan
bukti-bukti petunjuk atas kuasa-Nya yang agung, yaitu penciptaan langit dan bumi
berikut segala apa yang ada di antara keduanya untuk mengukuhkan dan
menegaskan keesaan-Nya dan kebatilan syirik, serta menegaskan keharusan
mengikuti yang haq yang dibawa oleh para rasul.

Lebih lanjut, Shiddieqy (1961) dalam Tafsir An-Nur yang diterjemahkan
oleh Shiddiqi, dkk (2000) menjelaskan bahwa Allah telah menurunkan hujan dari
awan, maka menjadilah hujan itu sebagai penyebab tumbuhnya berbagai macam
tanaman yang mempunyai warna yang indah dan manfaat yang banyak. Makna kata
(228 55 &8 &) menurut Thabari dalam Tafsir Ath-Thabari yang diterjemahkan
oleh Al Bakri, dkk (2007) adalah segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik, dari
setiap jenis tumbuh-tumbuhan yang (22_%) baik pertumbuhannya.

Berbagai manfaat kesehatan alfalfa (Medicago sativa L.) didukung oleh

kandungan senyawa bioaktif yang dimilikinya, antara lain saponin, flavonoid,
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fitoestrogen, kumarin, alkaloid, terpenoid, asam amino, fitosterol, serta vitamin
(Darni & Gizi, 2018). Senyawa-senyawa tersebut memiliki aktivitas antioksidan
melalui berbagai mekanisme, antara lain dengan menangkal radikal bebas,
menghambat proses peroksidasi lipid, serta meningkatkan kerja enzim antioksidan
endogen seperti superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), dan glutathione
peroxidase (GPx) (Wang et al., 2018). Di antara berbagai senyawa bioaktif yang
terkandung dalam alfalfa, flavonoid merupakan salah satu kelompok yang banyak
dilaporkan berkontribusi terhadap aktivitas antioksidan. Berdasarkan karakteristik
struktur kimianya, flavonoid dikelompokkan menjadi beberapa jenis, meliputi
flavonol, flavan-3-ol, flavanon, antosianin, dan isoflavon (Widiasrini, dkk., 2024).
Keberadaan berbagai senyawa bioaktif tersebut diduga menjadi dasar dari beragam
aktivitas biologis alfalfa. Gomathi et al. (2016) menjelaskan bahwa ekstrak yang
berasal dari kecambah, daun, maupun akar alfalfa berpotensi menurunkan kadar

kolesterol pada hewan percobaan maupun manusia.

H,C

o —CHz
Hz

Gambar 2.2 Struktur dasar flavonoid (Widiasrini, dkk., 2024).
Flavonoid merupakan senyawa dengan struktur dasar berupa cincin

aromatik yang saling terhubung melalui tiga atom karbon sebagai penghubung.
Pengelompokan senyawa ini dapat didasarkan pada reaksi warna yang dihasilkan
akibat adanya gugus hidroksil fenolik serta struktur cincin piron (Gambar 2.2.).
Flavonoid termasuk dalam kelompok metabolit sekunder serta merupakan bagian
dari senyawa fenol, yaitu senyawa yang memiliki cincin benzena dengan gugus

hidroksil (—OH) yang dapat mengalami substitusi (Ningsih et al., 2023).
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Penelitian yang dilakukan oleh Widyowati dkk. (2014) mengungkapkan
bahwa alfalfa (Medicago sativa L.) mengandung flavonoid dan vitamin C yang
berperan sebagai sumber antioksidan alami. Aktivitas antioksidan ekstrak diuji
menggunakan metode DPPH, yang mengamati kemampuan senyawa antioksidan
dalam menetralkan radikal bebas melalui donasi atom hidrogen. Reaksi tersebut
ditunjukkan dengan perubahan warna larutan DPPH dari ungu menjadi kuning.
Tingkat aktivitas antioksidan dinyatakan dengan nilai ICso, yaitu konsentrasi yang
mampu menghambat 50% radikal bebas. Semakin kecil nilai ICso yang diperoleh,
semakin kuat aktivitas antioksidan ekstrak tersebut. Ekstrak etanol herba alfalfa
memiliki nilai ICso sebesar 59,339 ug/mL, sedangkan vitamin C sebagai kontrol
positif memiliki nilai ICso sebesar 4,768 pg/mL. Hasil identifikasi menggunakan
KLT juga menunjukkan adanya flavonoid yang ditandai dengan munculnya warna
kuning pada bercak ekstrak. Temuan tersebut, dapat menunjukkan bahwa ekstrak
etanol herba alfalfa memiliki aktivitas antioksidan yang kuat dan berpotensi
dimanfaatkan sebagai sumber antioksidan alami untuk membantu melindungi sel
dari kerusakan akibat stres oksidatif.

Penelitian Darni dkk. (2016) juga menunjukkan bahwa ekstrak daun alfalfa
(Medicago sativa L.) memiliki aktivitas antioksidan yang efektif dalam mengurangi
stres oksidatif. Kandungan flavonoid pada daun alfalfa diduga berperan penting
dalam fungsi ini melalui peningkatan aktivitas enzim lipoprotein lipase dan
kemampuan menangkap radikal bebas. Hasil penelitian ini mendukung bahwa
alfalfa memiliki potensi biologis sebagai sumber antioksidan alami yang dapat

menjaga kestabilan sel terhadap kerusakan oksidatif.
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2.2 Mus musculus
Mencit (Mus musculus) merupakan salah satu hewan laboratorium yang
paling banyak digunakan dalam penelitian biomedis, termasuk penelitian di bidang
reproduksi. Hal ini disebabkan oleh beberapa keunggulan, seperti siklus reproduksi
yang relatif singkat, kemudahan pemeliharaan, serta kesamaan fisiologis dengan
manusia pada beberapa aspek biologis. Selain itu, mencit memiliki tingkat fertilitas
yang tinggi sehingga memudahkan ketersediaan sampel dalam jumlah yang
memadai untuk penelitian (Hickman et al., 2016). Klasifikasi mencit menurut
Nugroho (2018) adalah sebagai berikut.
Kingdom : Animalia
Filum : Chordata
Kelas : Mamalia
Ordo : Rodentia
Famili : Muridae
Genus : Mus
Spesies : Mus musculus (Linnaeus, 1753)
2.2.1 Sistem Reproduksi Mencit
Sistem reproduksi jantan merupakan sistem organ yang berperan dalam
proses reproduksi melalui produksi hormon, pembentukan sel kelamin jantan
(spermatozoa), serta transportasi spermatozoa hingga terjadi fertilisasi. Sistem ini
terdiri atas testis, duktus eferen epididimis, dan vas deferens yang bekerja sama
untuk menunjang fungsi reproduksi. Mencit jantan umumnya mencapai fase

kematangan seksual pada usia sekitar 10 hingga 12 minggu (Huang et al., 2022).
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Testis berperan sebagai tempat berlangsungnya spermatogenesis sekaligus
penghasil hormon testosteron. Setelah terbentuk, spermatozoa akan
ditransportasikan melalui duktus eferen menuju epididimis untuk menjalani proses
pematangan. Selama berada di epididimis, spermatozoa memperoleh kemampuan
bergerak (motilitas) dan kapasitas membuahi ovum. Spermatozoa yang telah
matang selanjutnya disimpan, terutama pada bagian kauda epididimis, sebelum
dikeluarkan melalui vas deferens saat ejakulasi (Iqra, dkk., 2023).

2.2.2 Spermatozoa

Spermatozoa merupakan gamet jantan yang telah berdiferensiasi sempurna
sehingga tidak memiliki kemampuan untuk mengalami pertumbuhan maupun
pembelahan sel. Struktur spermatozoa tersusun atas tiga bagian utama, yaitu kepala,
leher, dan ekor, yang masing — masing memiliki fungsi dalam menunjang proses
fertilisasi (Gambar 2.4). Pada mamalia, panjang spermatozoa umumnya berada
pada kisaran 55 - 65um, meskipun ukuran tersebut dapat berbeda antar spesies.
Spermatozoa pada mencit (Mus musculus) memiliki karakteristik berupa kepala
berbentuk melengkung menyerupai kait yang membedakan dari beberapa spesies

mamalia lainnya (Iqra, dkk., 2023).

Gambar 2. 3 Struktur spermatozoa Mus musculus (Albrechtova et al., 2014).

Kepala spermatozoa berisi nukleus yang menyimpan informasi genetik dari

pejantan. Pada bagian anterior kepala terdapat akrosom, yaitu struktur yang berasal
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dari aparatus Golgi dan mengandung berbagai enzim hidrolitik yang berperan
dalam membantu spermatozoa menembus lapisan pelindung ovum selama proses
pembuahan. Di belakang kepala terdapat bagian leher atau midpiece yang kaya
akan mitokondria tersusun spiral. Mitokondria tersebut menghasilkan energi dalam
bentuk adenosin trifosfat (ATP) yang diperlukan untuk mendukung aktivitas
pergerakan spermatozoa. Adapun bagian ekor (flagellum) berfungsi sebagai alat
gerak yang memungkinkan spermatozoa berenang menuju sel telur secara progresif
(Albrechtova et al., 2014).

Motilitas merupakan salah satu indikator penting dalam evaluasi kualitas
sperma karena berhubungan langsung dengan kemampuan spermatozoa mencapai
dan membuahi ovum. Oleh karena itu, pengamatan motilitas sering digunakan
untuk menilai potensi fertilitas spermatozoa. Kemampuan bergerak tersebut sangat
bergantung pada ketersediaan energi yang dihasilkan oleh mitokondria pada bagian
midpiece dan digunakan untuk menggerakkan ekor spermatozoa (Yumte et al.,
2013). Motilitas spermatozoa dapat dinilai melalui motilitas massa maupun
motilitas individu. Motilitas massa menggambarkan pergerakan spermatozoa
secara bersama-sama yang tampak sebagai gelombang, sedangkan motilitas
individu menunjukkan pola pergerakan masing-masing spermatozoa. Spermatozoa
yang bergerak maju secara aktif dan terarah menunjukkan motilitas yang baik,
sementara gerakan memutar, bergerak mundur, atau berputar di tempat termasuk
gerakan abnormal yang dapat mengindikasikan penurunan kualitas spermatozoa.
Spermatozoa yang tidak menunjukkan pergerakan dikategorikan sebagai sel mati

(Triyani et al., 2024).
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Viabilitas spermatozoa menggambarkan kemampuan spermatozoa untuk
tetap hidup serta mempertahankan aktivitas fisiologisnya dalam kondisi lingkungan
tertentu. Spermatozoa yang masih hidup memiliki membran plasma yang utuh dan
bersifat semipermeabel, sehingga zat warna tidak dapat menembus sel dan
spermatozoa tampak transparan saat diamati. Sebaliknya, pada spermatozoa yang
telah mati, membran plasma mengalami kerusakan yang menyebabkan peningkatan
permeabilitas sel. Akibatnya, zat warna dapat masuk dan terserap ke dalam sel
sehingga spermatozoa tampak berwarna pada saat pengamatan mikroskopis
(Indriyani et al., 2021).

Kualitas spermatozoa dapat dipengaruhi oleh berbagai faktor, baik yang
berasal dari kondisi fisiologis maupun lingkungan. Salah satu penyebab utama
penurunan kualitas spermatozoa adalah stres oksidatif, yaitu keadaan ketika jumlah
Reactive Oxygen Species (ROS) yang terbentuk melebihi kapasitas sistem
antioksidan dalam menetralisirnya. Ketidakseimbangan tersebut dapat
mengakibatkan kerusakan komponen sel spermatozoa sehingga menurunkan
kualitasnya. Sejumlah faktor lingkungan diketahui berperan dalam meningkatkan
produksi ROS pada semen yang pada akhirnya dapat menyebabkan gangguan
fertilitas. Paparan gelombang elektromagnetik yang berasal dari perangkat
elektronik, seperti telepon seluler dan gawai, dilaporkan mampu menurunkan
konsentrasi, motilitas, dan viabilitas spermatozoa baik pada penelitian in vitro
maupun in vivo (Kim et al., 2021). Selain itu, berbagai polutan lingkungan,
termasuk pestisida, logam berat, dan limbah industri, juga dapat memicu kerusakan
spermatozoa melalui peningkatan fragmentasi DNA serta perubahan morfologi sel

(Jurewicz et al., 2018).
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Faktor gaya hidup juga berkontribusi terhadap peningkatan stres oksidatif
yang berdampak pada kualitas spermatozoa. Obesitas diketahui dapat mengganggu
keseimbangan hormon reproduksi melalui penurunan kadar testosteron,
peningkatan kadar estrogen, serta akumulasi jaringan adiposa yang berkaitan
dengan peningkatan produksi ROS (Furukawa et al., 2017). Kebiasaan merokok
dapat memicu leukositospermia yang meningkatkan pembentukan ROS, sedangkan
konsumsi alkohol berlebihan berpotensi menghambat proses spermatogenesis dan
menurunkan kualitas sperma. Sebaliknya, penerapan pola makan yang kaya akan
antioksidan, seperti diet Mediterania, dilaporkan dapat membantu memperbaiki
kualitas semen serta memberikan perlindungan terhadap kerusakan oksidatif pada
spermatozoa (Montjean ef al., 2023; Muthusami & Chinnaswamy, 2005).

2.3 Radikal Bebas dan Antioksidan

Radikal bebas atau ROS adalah molekul atau senyawa yang mengandung
satu atau lebih elektron tidak berpasangan pada kulit elektron terluarnya. Kondisi
tersebut menyebabkan molekul ini menjadi tidak stabil dan cenderung bereaksi
dengan cara mengambil elektron dari biomolekul lainnya, seperti lipid, protein,
maupun DNA. Reaksi berantai yang terjadi dapat menimbulkan kerusakan sel dan

berkontribusi terhadap terjadinya stres oksidatif (Erviana, dkk., 2016).
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Gambar 2. 4 Pembentukan ROS (Chen, 2012)

Reactive Oxygen Species (ROS) terdiri atas beberapa bentuk, antara lain
singlet oxygen (*10:), anion superoksida (O2"), hidrogen peroksida (H20:), dan
radikal hidroksil (OH¢) (Gambar 2.4). Singlet oxygen merupakan molekul oksigen
yang memiliki elektron tidak berpasangan pada orbital terluarnya sehingga
memiliki tingkat energi yang lebih tinggi dan bersifat lebih reaktif. Energi tersebut
dapat ditransfer ke molekul organik di sekitarnya atau memicu pembentukan
spesies oksigen reaktif lainnya. Anion superoksida terbentuk melalui penambahan
satu elektron pada molekul oksigen. Selanjutnya, anion superoksida dapat
mengalami reaksi lanjutan membentuk hidrogen peroksida. Hidrogen peroksida
memiliki waktu hidup yang relatif lebih lama dibandingkan jenis ROS lainnya,
sehingga berpotensi menimbulkan kerusakan sel (Andarina dan Djauhari, 2017).
Apabila hidrogen peroksida mengalami reduksi lebih lanjut melalui penambahan
elektron, dapat terbentuk radikal hidroksil. Meskipun memiliki waktu hidup yang
sangat singkat, radikal hidroksil merupakan salah satu ROS yang paling reaktif dan

memiliki kemampuan oksidatif yang sangat tinggi (Chen, 2012).
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ROS dapat terbentuk baik secara endogen (fisiologis) maupun eksogen.
Secara endogen, ROS dihasilkan sebagai bagian dari proses metabolisme normal
tubuh. ROS ini berasal dari sumber enzimatik maupun non enzimatik. Sumber
enzimatik ROS endogen terutama berasal dari proses metabolisme oksigen di
mitokondria, seperti mitokondria oksidase, monoamin oksidase, mieloperoksidase,
xantin oksidase, serta nitric oxide synthase (Noori, 2011). Pada metabolisme
oksidatif di mitokondria, glukosa dipecah menjadi adenosin trifosfat (ATP) dan air.
Namun, sebagai produk samping, sebagian oksigen dapat direduksi menjadi anion
superoksida yang termasuk ROS yang sangat reaktif. Diperkirakan sekitar 1-2%
oksigen yang digunakan dalam sel akan berubah menjadi anion superoksida (Chen,
2012).

Selain dari proses pembentukan ATP, ROS juga dapat dihasilkan oleh
aktivitas xantin oksidase yang berperan dalam degradasi nukleotida purin, yaitu
mengubah hipoksantin menjadi xantin, kemudian menjadi asam urat, serta
melibatkan nitric oxide synthase dalam produksi nitrit oksida. Proses-proses
tersebut dapat menghasilkan anion superoksida dalam jumlah cukup besar, yang
selanjutnya akan dikonversi secara spontan oleh enzim superoksida dismutase
(SOD) menjadi hidrogen peroksida (H20:) (Andarina dan Djauhari, 2017).

Salah satu sumber ROS endogen nonenzimatik adalah hidrogen peroksida
(H203), yang berperan penting dalam reaksi Fenton. Pada reaksi ini, H-O: bereaksi
dengan ion logam seperti besi atau tembaga sehingga menghasilkan radikal
hidroksil (OHe), yaitu salah satu jenis ROS yang sangat reaktif dan tidak stabil
(Noori, 2012). Selain berasal dari dalam tubuh, ROS juga dapat terbentuk akibat

faktor eksogen yang berasal dari lingkungan, seperti radiasi ultraviolet (UV),
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penggunaan obat-obatan tertentu, polusi udara, dan asap rokok. Pembentukan ROS
paling banyak dipicu oleh paparan sinar UVA. Ketika sinar UVA menembus kulit,
energi foton akan diserap oleh molekul kromofor atau fotosensitiser dalam sel,
seperti sitokrom, riboflavin, heme, dan porfirin. Penyerapan energi tersebut memicu
transfer energi ke molekul oksigen sehingga terbentuk singlet oxygen dan berbagai
jenis ROS lainnya. Selain itu, polutan lingkungan seperti hidrokarbon aromatik
polisiklik dapat mengalami transformasi menjadi ROS melalui perantara senyawa
quinon (Chen, 2012).

Kondisi stres oksidatif ditandai dengan meningkatnya produksi reactive
oxygen species (ROS) yang tidak sebanding dengan kemampuan sistem antioksidan
dalam menyeimbangkan keadaan oksidatif di dalam sel. ROS adalah kelompok
molekul reaktif yang terbentuk selama proses metabolisme normal maupun akibat
paparan faktor eksternal tertentu. Apabila jumlahnya meningkat secara berlebihan,
ROS dapat merusak berbagai komponen sel, termasuk membran, protein, dan
materi genetik (Rahmadiani, dkk., 2023).

Spermatozoa termasuk sel yang secara fisiologis dapat menghasilkan ROS
dalam jumlah tertentu. Akan tetapi, peningkatan ROS yang tidak terkendali dapat
memicu oxidative stress dan menyebabkan gangguan pada struktur maupun fungsi
spermatozoa. Kerentanan sel ini terhadap stres oksidatif dipengaruhi oleh
rendahnya kandungan sitoplasma serta terbatasnya mekanisme pertahanan
antioksidan yang dimilikinya (Thompson et al., 2013). Selain itu, membran plasma
spermatozoa memiliki kandungan asam lemak tak jenuh ganda yang tinggi

sehingga mudah mengalami peroksidasi lipid. Kerusakan lipid membran tersebut
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dapat mengubah stabilitas dan integritas membran sel sehingga berdampak pada

penurunan fungsi spermatozoa (Gambar 2.4) (Prasetyo, 2014).
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Gambar 2.5 Peran ROS dalam proses fisiologis dan patologis spermatozoa
(Hussain et al., 2023).

Mekanisme kerja antioksidan adalah dengan menyumbangkan elektron
kepada radikal bebas sehingga senyawa tersebut menjadi stabil dan tidak lagi
bersifat sangat reaktif. Tubuh memang memiliki sistem antioksidan endogen
sebagai mekanisme pertahanan terhadap stres oksidatif, namun kapasitasnya sering
kali tidak mencukupi ketika produksi radikal bebas meningkat akibat proses
metabolisme maupun pengaruh lingkungan. Oleh karena itu, diperlukan tambahan
antioksidan dari luar tubuh diperlukan untuk membantu menjaga keseimbangan
oksidatif. Sumber antioksidan eksogen dapat diperoleh dari berbagai bahan pangan
maupun tanaman yang mengandung senyawa antioksidan alami (Wahdaniah et al.,
2020). Mekanisme kerja antioksidan meliputi menunda dan mencegah kerusakan
oksidatif, menghilangkan radikal bebas, mengikat logam, menurunkan aktivitas
enzim pembentuk radikal bebas, serta menstimulasi enzim antioksidan internal

(Prochazkova, et al., 2011).
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Flavonoid adalah senyawa antioksidan yang berperan dalam menghambat
aktivitas radikal bebas baik secara langsung maupun tidak langsung. Secara alami,
tubuh memiliki sistem pertahanan terhadap reactive oxygen species (ROS) yang
terdiri atas antioksidan enzimatik dan nonenzimatik (Gambar 2.5). Antioksidan
enzimatik bekerja secara terintegrasi untuk mengubah ROS menjadi senyawa yang
lebih stabil dan tidak berbahaya. Enzim utama yang berperan dalam mekanisme
tersebut adalah superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), dan glutathione
peroxidase (GPx) (Kowalczyk, 2022).

SOD berfungsi mengubah radikal superoksida menjadi hidrogen peroksida
dan oksigen. Hidrogen peroksida yang terbentuk kemudian dinetralisir oleh CAT
menjadi air dan oksigen, sedangkan GPx mereduksi hidrogen peroksida maupun
hidroperoksida lipid dengan bantuan glutation (GSH) sebagai donor elektron
(Fraczek & Kurpisz, 2005). Kerja sama ketiga enzim tersebut berperan penting
dalam menjaga keseimbangan redoks sel serta melindungi spermatozoa dari
kerusakan akibat stres oksidatif. Gangguan pada sistem antioksidan ini dapat
meningkatkan peroksidasi lipid membran dan menurunkan kualitas spermatozoa,

termasuk motilitas dan viabilitasnya (Kowalczyk, 2022).
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Gambar 2.6 Klasifikasi antioksidan utama menjadi enzimatik dan non-
enzimatik (Bansal, 2014).
Selain antioksidan enzimatik, tubuh juga memiliki sistem pertahanan berupa

antioksidan non-enzimatik yang berfungsi membantu menetralkan reactive oxygen
species (ROS) serta mempertahankan keseimbangan redoks di dalam sel.
Antioksidan dalam kelompok ini umumnya berupa molekul kecil yang berperan
sebagai donor elektron bagi radikal bebas, sehingga dapat mengurangi potensi
kerusakan oksidatif pada lipid, protein, dan DNA. Senyawa yang termasuk
antioksidan non-enzimatik antara lain vitamin E, vitamin C, glutation (GSH),
karotenoid, serta asam urat. Vitamin E berperan dalam melindungi membran sel
dari kerusakan akibat peroksidasi lipid melalui kemampuannya menghentikan
reaksi berantai radikal bebas. Sementara itu, vitamin C berfungsi sebagai
antioksidan larut air yang dapat mereduksi ROS secara langsung serta membantu
meregenerasi vitamin E ke bentuk aktifnya (Walczak—Jedrzejowska et al., 2013).
Sebagai antioksidan endogen, glutation (GSH) berfungsi penting dalam
mempertahankan keseimbangan redoks sel dan berperan dalam detoksifikasi

peroksida bersama enzim glutathione peroxidase (GPx). Selain GSH, karotenoid
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memiliki aktivitas antioksidan dengan menetralkan spesies oksigen reaktif,
sedangkan asam urat berfungsi sebagai penangkap radikal bebas dalam plasma.
Secara keseluruhan, antioksidan enzimatik dan non-enzimatik bekerja secara
sinergis untuk mengendalikan kadar ROS dan melindungi sel dari kerusakan
oksidatif. Gangguan keseimbangan antara pembentukan ROS dan kapasitas sistem
antioksidan dapat memicu stres oksidatif yang berdampak negatif terhadap kualitas
serta fungsi spermatozoa (Kowalczyk, 2022).
2.4 Pengaruh Ekstrak Alfalfa (Medicago sativa L.) terhadap Kualitas
spermatozoa

Spermatozoa merupakan sel yang sangat terdiferensiasi dan menghasilkan
reactive oxygen species (ROS) sebagai hasil metabolisme aerob. ROS dalam kadar
rendah memiliki fungsi penting dalam jalur transduksi sinyal dan proses fisiologis
seluler, seperti motilitas sperma, kapasitasi, reaksi akrosom, serta interaksi dengan
oosit. Namun, ketika produksi ROS berlebihan atau sistem antioksidan tubuh tidak
mampu berfungsi optimal, keseimbangan antara proses oksidasi dan reduksi
menjadi terganggu sehingga memicu terjadinya stres oksidatif. Produksi ROS yang
berlebihan disertai ketidakseimbangan sistem antioksidan dapat merusak struktur
seluler terutama membran plasma yang kaya akan asam lemak tak jenuh ganda
(polyunsaturated fatty acids/PUFA), serta molekul penting seperti DNA dan
protein (Moretti et al., 2023).

Sel spermatozoa sangat rentan terhadap kondisi tersebut karena memiliki
kadar enzim antioksidan yang rendah serta kandungan sitoplasma yang sangat
sedikit, sehingga kemampuan untuk menetralisir ROS dalam jumlah tinggi menjadi

terbatas (Kowalczyk, 2022). Oleh karena itu, dibutuhkan antioksidan yang cukup
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dalam menangani terjadinya stress oksidatif pada spermatozoa (Gambar 2.6.), salah
satu diantaranya adalah dengan penambahan tanaman yang kaya antioksidan seperti

Alfalfa.
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Gambar 2. 7 Mekanisme antioksidan terhadap stress oksidatif (Moretti et al.,

Susilowza(‘zizz)e.m Rosyidah (2008) menyatakan bahwa flavonoid termasuk
salah satu komponen utama yang terkandung dalam ekstrak etanol alfalfa. Senyawa
ini termasuk kelompok polifenol yang memiliki kemampuan untuk mengurangi
dampak stres oksidatif melalui aktivitas antioksidan. Hal tersebut disebabkan oleh
kemampuan flavonoid dalam menekan pembentukan radikal bebas, menstabilkan
spesies reaktif yang telah terbentuk, serta mendukung sistem pertahanan
antioksidan alami tubuh. Menurut Prochazkova et al. (2011), aktivitas antioksidan
flavonoid berkaitan dengan kemampuannya berinteraksi dengan reactive oxygen
species (ROS) melalui mekanisme donor hidrogen maupun transfer elektron
sehingga reaksi berantai oksidatif dapat dihentikan (Gambar 2.7). Selain berperan
sebagai penangkap radikal bebas, flavonoid juga dapat berfungsi sebagai pengkelat
logam (metal chelator). Kemampuan tersebut memungkinkan flavonoid mengikat
ion logam transisi, seperti Fe** dan Cu?*', yang diketahui terlibat dalam

pembentukan ROS. Dengan demikian, keberadaan ion logam yang berpotensi

memicu reaksi oksidatif dapat ditekan. Salah satu flavonoid yang diketahui
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memiliki kemampuan pengkelatan logam yang baik adalah kuersetin (Liu et al.,

2010).

A
RH

OH o
Re
OH \’/ OH
— %

FI-OH FI-O*

o o]
R* RH
OH v (o]
—

B

Gambar 2. 8 Peredaman Radikal Bebas oleh Flavonoid. (A) Struktur dasar
flavonoid, (B) Mekanisme flavonoid dalam mendonorkan atom

hidrogen. (Yuhernita dan Juniarti., 2011).
Secara umum, antioksidan merupakan senyawa atau reaksi yang berfungsi

untuk menghilangkan, membersihkan, dan menekan pembentukan ROS, atau
menghambat aksi oksidatifnya. Selain flavonoid, sejumlah unsur dan senyawa lain
juga berperan dalam menjaga kualitas spermatozoa melalui aktivitas antioksidan.
Ion Mn?* terbukti dapat meningkatkan motilitas sperma, viabilitas, kapasitasi, dan
reaksi akrosom dengan cara mengurangi stres oksidatif. Penambahan ion Mn*
secara ekstraseluler juga dapat meningkatkan kadar cyclic adenosine
monophosphate (cAMP) melalui stimulasi enzim Ca?*/Mg**-ATPase, yang
selanjutnya mengaktifkan saluran kalsium sehingga meningkatkan proses reaksi
akrosom. Selain itu, kelompok tiol juga berperan penting dalam mekanisme
detoksifikasi dan aktivitas antioksidan terhadap ROS, serta dalam mempertahankan
status redoks intraseluler. Gugus ini berperan dalam mekanisme pertahanan utama

sel spermatozoa terhadap stres oksidatif (Batool et al., 2024).
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Quersetin merupakan salah satu jenis flavonoid yang secara alami dihasilkan
oleh tanaman. Senyawa ini dikenal memiliki aktivitas antivirus, antiinflamasi, serta
antioksidan. Quersetin berperan sebagai antioksidan dengan cara menetralisir
radikal bebas serta mengikat ion logam bervalensi dua. Senyawa ini diduga
berperan dalam menurunkan kadar hidrogen peroksida, meningkatkan sistem
pertahanan antioksidan pada sperma, serta melindungi DNA dari kerusakan akibat
stres oksidatif. Aktivitas antioksidan flavonoid seperti quersetin berkaitan erat
dengan struktur kimianya, di mana jumlah dan posisi gugus hidroksil memengaruhi
kekuatan aktivitas tersebut. Namun demikian, perlu diperhatikan bahwa flavonoid
hanya bersifat protektif pada kadar rendah, sedangkan pada konsentrasi tinggi justru
dapat menimbulkan efek sitotoksik dan memicu kematian sel (Seddiqi et al., 2017).

Aslam dkk. (2014) menyatakan bahwa penambahan antioksidan ke dalam
bahan pengencer dapat memberikan efek protektif terhadap spermatozoa dengan
menghambat aktivitas radikal bebas yang berpotensi merusak membran sel.
Perlindungan tersebut berkontribusi dalam mempertahankan viabilitas serta
kemampuan fertilisasi spermatozoa. Hasil penelitian oleh Wijayanti dkk. (2023)
menunjukkan bahwa suplementasi ekstrak teh hijau (Camellia sinensis) pada
pengencer Tris kuning telur mampu memperbaiki kualitas spermatozoa sapi Bali
(Bos sondaicus) setelah proses pembekuan. Perlakuan dengan konsentrasi ekstrak
teh hijau 0,15 mg/100 mL menghasilkan motilitas dan viabilitas spermatozoa yang
lebih tinggi dibandingkan perlakuan lainnya. Efek tersebut diduga berkaitan dengan
kandungan epigallocatechin gallate (EGCQG), yaitu senyawa antioksidan yang

mampu menetralkan radikal bebas, menghambat oksidasi lipid membran, serta
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menjaga integritas membran plasma spermatozoa dari kerusakan yang disebabkan
oleh stres oksidatif.
2.5 Metode Ekstraksi

Ekstraksi merupakan proses pemisahan senyawa bioaktif dari bahan
biologis, seperti jaringan tumbuhan atau hewan, dengan menggunakan pelarut
tertentu. Proses ini bertujuan untuk memperoleh komponen metabolit yang dapat
larut dalam pelarut sekaligus memisahkannya dari senyawa lain yang tidak larut
(Ihsan, 2018). Efektivitas ekstraksi dipengaruhi oleh beberapa faktor, meliputi
ukuran partikel bahan yang diekstraksi, jenis dan konsentrasi pelarut yang
digunakan, rasio pelarut terhadap sampel, serta durasi kontak antara pelarut dan
bahan selama proses ekstraksi berlangsung (Zhu et al., 2011).

Keberhasilan proses pemurnian ekstrak tidak hanya ditentukan oleh jumlah
rendemen yang dihasilkan, tetapi juga oleh kualitas ekstrak serta kandungan
senyawa aktif yang berhasil diperoleh. Pemurnian ekstrak dapat dilakukan dengan
berbagai metode, seperti pemisahan menggunakan pelarut yang tidak saling
bercampur dan memiliki perbedaan densitas, pengendapan, filtrasi, pemanasan,
adsorpsi menggunakan bahan penyerap, maupun pemanfaatan resin penukar ion.
Oleh karena itu, penggunaan pelarut dalam proses ekstraksi memegang peranan
penting dalam memperoleh ekstrak yang lebih murni dari bahan alam (Hernani,
dkk., 2007).

Prinsip dasar ekstraksi pelarut didasarkan pada kesesuaian sifat kepolaran
antara pelarut dan senyawa yang akan diekstraksi. Senyawa yang bersifat polar
umumnya lebih mudah larut dalam pelarut polar, sedangkan senyawa nonpolar

cenderung larut dalam pelarut nonpolar. Sebagai contoh, etanol, metanol, butanol,
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dan air sering digunakan untuk mengekstraksi senyawa polar, sementara eter,
kloroform, dan n-heksana lebih sesuai untuk senyawa nonpolar. Pelarut yang
digunakan dalam proses ekstraksi sebaiknya memiliki kemampuan melarutkan
senyawa target secara efektif, mudah diuapkan karena titik didihnya relatif rendah,
aman digunakan, ekonomis, serta tidak bersifat toksik (Zhang et al., 2018).

2.5.1 Ekstraksi Maserasi

Maserasi adalah metode ekstraksi yang dilakukan dengan merendam serbuk
simplisia dalam pelarut tertentu selama periode waktu tertentu. Selama proses
perendaman, pelarut akan menembus dinding serta membran sel sehingga senyawa
aktif di dalam sel dapat larut dan berdifusi ke dalam pelarut. Perpindahan senyawa
tersebut terjadi karena adanya perbedaan konsentrasi antara bagian dalam sel dan
pelarut di sekitarnya hingga tercapai kondisi keseimbangan (Asworo &
Widwiastuti, 2023). Metode ini tidak melibatkan pemanasan sehingga cocok
digunakan untuk mengekstraksi senyawa yang mudah mengalami kerusakan akibat
suhu tinggi, termasuk flavonoid (Riwanti, dkk., 2020).

Sebagai pelarut polar, etanol sering dimanfaatkan dalam proses ekstraksi
bahan alam karena dapat melarutkan beragam senyawa bioaktif. Selain itu, etanol
mampu menembus jaringan tanaman sehingga mempercepat proses difusi senyawa
aktif ke dalam pelarut (Yulianti ez al., 2020). Flavonoid pada umumnya memiliki
sifat polar akibat keberadaan gugus gula dalam strukturnya, sehingga senyawa ini
lebih mudah diekstraksi menggunakan pelarut polar seperti etanol 70% (Padmasari

etal., 2013).
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2.6 Media Pengencer

Pengencer semen berfungsi sebagai media untuk mempertahankan kualitas
spermatozoa sehingga tetap memiliki kemampuan untuk membuahi ovum. Selain
itu, pengencer semen berperan dalam mendukung proses metabolisme
spermatozoa, menjaga kestabilan media selama penyimpanan maupun setelah
proses pencairan (thawing), serta mencegah kontaminasi mikroorganisme dan
meminimalkan kerusakan akibat proses kriopreservasi (Bustani dan Baiee, 2021).
Media penyimpanan juga harus memiliki sifat buffer untuk menjaga kestabilan pH
serta mampu melindungi spermatozoa dari cold shock agar kondisi sel tetap stabil
selama proses penyimpanan (Fariedah & Widodo, 2020).

Selain fungsi tersebut, keberadaan sumber energi juga menjadi faktor
penting dalam pengencer semen. Spermatozoa memerlukan substrat energi berupa
fruktosa atau glukosa yang digunakan dalam proses metabolisme untuk
menghasilkan Adenosine Triphosphate (ATP) yang berperan dalam mendukung
motilitas, serta Adenosine Diphosphate (ADP) sebagai bagian dari siklus energi sel
(Fitri, dkk., 2022).

Media pengencer semen harus memenuhi beberapa persyaratan, antara lain
menyediakan nutrisi bagi spermatozoa, tidak bersifat toksik, mampu melindungi
spermatozoa dari cold shock, menghambat pertumbuhan mikroorganisme, serta
menjaga keseimbangan pH dan tekanan osmotik sesuai dengan plasma semen.
Berbagai bahan yang umum digunakan sebagai pengencer semen antara lain kuning
telur, susu, dan air kelapa. Selain itu, larutan NaCl fisiologis, Ringer Laktat, dan

Ringer Dextrose juga dapat digunakan sebagai pengencer, meskipun memiliki
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karakteristik yang berbeda dalam mendukung kelangsungan hidup spermatozoa
(Saefudding, dkk., 2023).

Salah satu larutan yang sering digunakan adalah NaCl fisiologis. Larutan ini
bersifat isotonis sehingga mampu mempertahankan keseimbangan tekanan osmotik
di sekitar spermatozoa dan menjaga integritas membran sel. NaCl fisiologis juga
mudah diperoleh, relatif murah, dan sering digunakan sebagai media suspensi
dalam penelitian reproduksi. Namun, larutan ini tidak mengandung nutrisi yang
cukup untuk mendukung metabolisme spermatozoa dalam jangka waktu lama,
sehingga penggunaannya lebih sesuai untuk penyimpanan jangka pendek atau

sebagai media perlakuan dalam penelitian (Iswati, dkk., 2021).

2.7 Hipotesis
Hipotesis pada penelitian ini adalah pemberian ekstrak etanol 70% alfalfa
(Medicago sativa L.) dengan berbagai konsentrasi berpengaruh terhadap motilitas

dan viabilitas spermatozoa Mus musculus secara in vitro.
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BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis dan Pendekatan Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan adalah eksperimen laboratorium dengan
tujuan mengkaji pengaruh ekstrak etanol 70% alfalfa (Medicago sativa L.) terhadap
kualitas spermatozoa. Pendekatan yang diterapkan bersifat kuantitatif karena hasil
pengamatan dinyatakan dalam bentuk angka dan selanjutnya dianalisis
menggunakan metode statistik. Penelitian dilaksanakan secara in vitro
menggunakan spermatozoa yang berasal dari mencit (Mus musculus).
3.2 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan pada bulan September 2025 — April 2026. Sampel
yang digunakan dan diuji kualitasnya di Laboratorium Fisiologi Hewan, sedangkan
ekstraksi dilakukan di Laboratorium Fisiologi Tumbuhan Program Studi Biologi
Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana
Malik Ibrahim Malang.
3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian mengenai pengaruh ekstrak etanol 70% alfalfa terhadap motilitas
dan viabilitas spermatozoa secara in vitro menggunakan metode Rancangan Acak
Lengkap (RAL) yang terdiri atas empat taraf dosis, yaitu 0%, 2%, 4%, dan 6%,
dengan enam kali ulangan pada setiap perlakuan. Rumus perhitungan ulangan
berdasarkan (Limbongan, 2021) adalah sebagai berikut.

t-D@@x-1)=15

Dimana, t: jumlah perlakuan dan r : jumlah ulangan
Sehingga, @4-1)(r-1)=15

3(r—1)>15
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3r>15+3

3r=>18

3.4 Variabel Penelitian

Variabel penelitian ini adalah sebagai berikut.
1. Variabel bebas berupa ekstrak etanol 70% alfalfa dengan berbagai konsentrasi
diantaranya 0%, 2%, 4% dan 6%.
2. Variabel terikat meliputi kualitas spermatozoa yang diukur berdasarkan
motilitas, dan viabilitas pada mencit (Mus musculus).
3. Variabel kontrol yaitu spermatozoa mencit (Mus musculus) yang memiliki umur
yang sama pada setiap perlakuan. Selain itu, faktor lain yang dikendalikan
mencakup suhu inkubasi (37°C), durasi inkubasi, serta volume sampel yang
dianalisis sepanjang penelitian.
3.5 Alat dan Bahan
3.5.1 Alat

Alat — alat yang digunakan pada penelitian ini adalah buchner filtration
funnel, rotary evaporator, corong, batang pengaduk, beaker glass, erlenmeyer,
cawan petri, timbangan analitik, inkubator.
3.5.2 Bahan

Bahan — bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah ekstrak daun
alfalfa, etanol 70%, cauda epididimis mencit (Mus musculus), DMSO, aquades,

pewarna eosin — nigrosin, serta sodium chloride 0,9% infus, set alat bedah,
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aluminium foil, tabung Eppendorf, mikropipet, spuit 3 ml, mikroskop, object glass,
cover glass, dan kertas saring whatman no.1.

3.6 Prosedur Penelitian

3.6.1 Pembuatan Ekstrak Etanol Alfalfa

Pembuatan ekstrak etanol alfalfa dilakukan dengan metode maserasi
berdasarkan pada Safitri dkk. (2021). Serbuk simplisia alfalfa sebanyak 100 g
dimaserasi menggunakan pelarut etanol 70% dengan perbandingan simplisia dan
pelarut 1:10 selama 72 jam. Selama proses maserasi dilakukan pengadukan
sebanyak dua kali sehari, masing-masing selama 15 menit. Kemudian, larutan
disaring menggunakan kertas saring Whatman No.l untuk memperoleh filtrat.
Filtrat hasil ekstraksi divapkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 40°C
hingga sebagian besar pelarut menguap. Ekstrak yang dihasilkan disimpan dalam
wadah tertutup pada suhu 4°C. Ekstrak alfalfa yang pekat dibuat larutan stok
dengan melarutkannya dalam DMSO 1% (sebanyak 1 ml) untuk dilanjutkan pada
tahap perlakuan sampel.

3.6.2 Pembuatan Konsentrasi Ekstrak Alfalfa (Medicago sativa L.)

Pembuatan konsentrasi ekstrak etanol 70% alfalfa dilakukan berdasarkan
Fathmah, dkk (2019). larutan stok ekstrak alfalfa yang telah diperoleh kemudian
diencerkan untuk menghasilkan variasi konsentrasi, yaitu 2%, 4%, dan 6%. proses
pengenceran dilakukan dengan menambahkan pelarut DMSO 1% sesuai
perhitungan hingga diperoleh konsentrasi yang diinginkan.

3.6.3 Aklimatisasi dan Isolasi Organ Reproduksi
Hewan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah 24 ekor mencit jantan

yang berusia sekitar 2-3 bulan. Sebelum diberikan perlakuan, mencit diaklimatisasi
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selama 1 minggu dalam kondisi laboratorium dengan pemberian pakan dan minum
yang cukup. pemeliharaan mencit dilakukan dalam kandang yang ditutup
menggunakan anyaman kawat dan ditempatkan pada ruangan dengan pencahayaan
serta sirkulasi udara yang cukup (Sinata, dkk., 2023).

Isolasi organ reproduksi mencit dilakukan mengacu pada Akmal, dkk
(2016). Mencit dikorbankan dengan metode dislokasi leher, kemudian dilakukan
pembedahan untuk mengambil organ reproduksi. Cauda epididimis diisolasi dari
testis dengan memotong bagian proksimal corpus epididimis dan bagian distal vas
deferens. Selanjutnya, cauda epididimis dimasukkan ke dalam cawan petri yang
telah berisi larutan NaCl fisiologis 0,9%. Cauda epididimis kemudian dicacah halus
menggunakan gunting, dan diaduk secara perlahan hingga terbentuk suspensi
spermatozoa. Suspensi spermtozoa yang diperoleh digunakan untuk pengujian
kualitas spermatozoa (Hafaz et al., 2017).

3.6.4 Perlakuan Ekstrak Etanol 70% Alfalfa pada Spermatozoa

Perlakuan dilakukan dengan menambahkan ekstrak etanol 70% alfalfa ke
dalam suspensi spermatozoa yang telah dibuat menggunakan larutan NaCl
fisiologis 0,9% sebagai medium pengencer. Penambahan ekstrak dilakukan sesuai
dengan konsentrasi perlakuan yang telah ditentukan. Volume suspensi spermatozoa
dan ekstrak pada masing-masing perlakuan disesuaikan hingga mencapai total
volume 200 puL (Tabel 3.1). Selanjutnya, campuran dihomogenkan secara perlahan
dan dilakukan pengamatan kualitas spermatozoa pada waktu inkubasi 0 menit dan

setelah inkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C.
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Tabel 3.1 Komposisi Perlakuan Ekstrak Etanol Alfalfa

E0Q 0 200 200
El 4 196 200
E2 8 192 200
E3 12 188 200

Keterangan: EO = kontrol tanpa penambahan ekstrak etanol alfalfa; E1 = ekstrak
etanol alfalfa konsentrasi 2%; E2 = ekstrak etanol alfalfa konsentrasi 4%; E3 =
ekstrak etanol alfalfa konsentrasi 6%.

3.6.5 Uji Motilitas

Uji motilitas dilakukan dengan meneteskan 200 pL suspensi spermatozoa
pada kaca objek dan ditutup dengan kaca penutup. Preparat kemudian diamati
menggunakan mikroskop cahaya pada pembesaran 400x. Motilitas spermatozoa
dinilai secara subjektif berdasarkan persentase spermatozoa yang bergerak
progresif maju pada lapang pandang pengamatan. Persentase motilitas spermatozoa
menurut Triyani et al. (2024) dapat dihitung dengan persamaan berikut.

(Jumlah Spermatozoa progresif)

Motilitas (%) = X 100%

(Jumlah Spermatozoa yang diamati)
Perhitungan rerata penurunan motilitas dilakukan menggunakan rumus
berikut.

Penurunan Motilitas (%) = Persentase m0 — Persentase m30

>x
x =2
n
Keterangan:
Persentase m0 : Persentase motilitas spermatozoa sebelum perlakuan (%)
Persentase m30 : Persentase motilitas spermatozoa setelah
inkubasi/perlakuan 30 menit (%)

X : rerata penurunan motilitas (%)
>x : jumlah seluruh nilai penurunan motilitas dari setiap ulangan

(%)
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n : jumlah ulangan
3.6.6 Uji Viabilitas

Uji viabilitas dilakukan dengan membuat larutan pewarna eosin-nigrosin
yang dibuat dengan cara melarutkan 0,67gram Eosin dan 10gram Nigrosine ke
dalam 100 mL aquades hingga homogen. Larutan selanjutnya dipanaskan sampai
mendidih, didinginkan, lalu disaring dan disimpan dalam botol gelap sebelum
digunakan. Pemeriksaan viabilitas spermatozoa dengan mencampuran suspensi
spermatozoa sebanyak 200 pL dengan pewarna eosin nigrosin pada kaca objek.
Pengamatan spermatozoa dilakukan menggunakan mikroskop cahaya.
Spermatozoa yang mati ditandai dengan penyerapan zat pewarna sehingga tampak
berwarna merah, sedangkan spermatozoa yang hidup tidak menyerap zat pewarna
dan tampak transparan di bawah mikroskop. Persentase viabilitas spermatozoa
menurut Bette, dkk (2024) dapat dihitung dengan persamaan berikut.

o Jumlah Spermatozoa hidup
Viabilitas (%) = - - X 100%
Jumlah Spermatozoa yang diamati

Perhitungan rerata penurunan motilitas dilakukan menggunakan rumus
berikut.

Penurunan Viabilitas (%) = Persentase v0 — Persentase v30

_ XX

n

X

Keterangan:

Persentase v0 : Persentase Viabilitas spermatozoa sebelum perlakuan (%)

Persentase v30: Persentase viabilitas spermatozoa setelah inkubasi/perlakuan 30
menit (%)

X : rerata penurunan viabilitas (%)

>'x : jumlah seluruh nilai penurunan viabilitas dari setiap ulangan (%)
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n : jumlah ulangan
3.7 Analisis Data

Analisis data mengenai kualitas spermatozoa, seperti motilitas dan
viabilitas, dilakukan menggunakan perangkat lunak IBM SPSS Statistics 27. Tahap
pertama analisis data dilakukan uji normalitas dan homogenitas. Data penelitian
dinyatakan berdistribusi normal dan homogen apabila memiliki nilai signifikansi
(sig.) > 0,05. Selanjutnya, data dianalisis menggunakan One Way Analysis of
Varience (One Way Anova,). Jika hasil analisis menunjukkan adanya pengaruh
nyata dengan nilai sig. < 0,05 maka dilakukan uji lanjut. Uji lanjutan yang
digunakan adalah uji Duncan, yang dipilih berdasarkan pada nilai koefisien

keragaman (KK) > 10% untuk mengetahui perbedaan nyata antar perlakuan.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Ekstrak Etanol 70% Alfalfa (Medicago sativa L.) terhadap
Motilitas Spermatozoa mencit (Mus musculus) secara in vitro

Motilitas menggambarkan kemampuan spermatozoa melakukan pergerakan
aktif dan terarah menuju sel telur. Motilitas berperan penting dalam proses
fertilisasi karena memungkinkan spermatozoa mencapai dan membuahi sel telur.
Spermatozoa dengan motilitas normal ditandai dengan gerakan maju ke depan
secara lurus, cepat, lincah dan teratur (Indriyani, dkk., 2021). Kualitas spermatozoa
dipengaruhi oleh keseimbangan antara produksi oksidan, khususnya ROS dengan
kemampuan sistem antioksidan di sistem reproduksi. Kelebihan ROS dapat memicu
stres oksidatif dan menyebabkan peroksidasi lipid pada membran spermatozoa
sehingga menurunkan motilitas spermatozoa (Latifah dan Riyanti., 2025). Oleh
karena itu, diperlukan senyawa antioksidan untuk membantu melindungi
spermatozoa dari kerusakan oksidatif. Salah satu bahan alami yang diketahui
memiliki senyawa antioksidan adalah alfalfa (Medicago sativa L.) (Kowalczyk,
2021).

Pengamatan motilitas dilakukan menggunakan mikroskop cahaya.
Spermatozoa yang menunjukkan pergerakan progresif dihitung sebagai
spermatozoa motil untuk menentukan persentase motilitas pada masing — masing
perlakuan. Data hasil penelitian motilitas spermatozoa pada masing — masing
kelompok perlakuan setelah pemberian ekstrak etanol 70% alfalfa (Medicago sativa

L.) secara in vitro selama 30 menit disajikan pada tabel 4.1.
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Tabel 4.1 Rerata pengaruh ekstrak etanol 70% alfalfa (Medicago sativa L.) terhadap
motilitas spermatozoa mencit (Mus musculus)

Perlakuan Rerata penurunan motilitas (%) = SD
E0 (Kontrol) 6.83 +4.95
E1 (2%) 4.60+£3.11
E2 (4%) 2.97+1.95
E3 (6%) 427+2.77

Berdasarkan tabel 4.1, pemberian ekstrak alfalfa mengalami penurunan
motilitas spermatozoa setelah inkubasi selama 30 menit. Perlakuan kontrol (EO)
menunjukkan rerata penurunan motilitas tertinggi sebesar 6,83%. Sedangkan pada
perlakuan ekstrak etanol 70% alfalfa pada perlakuan E1 dan E2 menunjukkan
kecenderungan penurunan motilitas yang semakin rendah. Perlakuan E2
(konsentrasi 4% ekstrak alfalfa) memiliki rerata penurunan motilitas paling rendah
sebesar 2,97%, yang menunjukkan bahwa ekstrak alfalfa tersebut berpotensi lebih
baik dalam mempertahankan motilitas sperma. Namun demikian, pada perlakuan
E3 (konsentrasi 6% ekstrak alfalfa) terjadi peningkatan rerata penurunan motilitas
menjadi 4,27%. Pola tersebut menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak
alfalfa hingga konsentrasi tertentu mampu menghambat penurunan kualitas gerak
spermatozoa, tetapi pada konsentrasi yang lebih tinggi mulai memberikan efek
toksik terhadap spermatozoa sehingga kemampuan mempertahankan motilitas
menurun kembali.

Kemampuan ekstrak etanol 70% alfalfa dalam menekan penurunan motilitas
spermatozoa berkaitan dengan kandungan senyawa antioksidan seperti flavonoid,
saponin, fitoestrogen, kumarin, alkaloid, terpenoid, asam amino, fitosterol, dan

vitamin. Kandungan utama dalam ekstrak etanolik alfalfa adalah flavonoid yang
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termasuk golongan senyawa polifenol dengan aktivitas antioksidan tinggi.
Flavonoid berperan dalam menstabilkan senyawa radikal dan menghambat
terjadinya stres oksidatif sehingga dapat membantu melindungi membran sel
spermatozoa dari kerusakan (Darni, dkk., 2018). Terjaganya integritas membran sel
spermatozoa  berpengaruh  terhadap kemampuan spermatozoa  dalam
mempertahankan aktivitas pergerakannya sehingga penurunan motilitas dapat
ditekan. Reactive Oxygen Species (ROS) dapat menyebabkan penurunan motilitas
spermatozoa melalui kerusakan membran sel dan gangguan produksi energi di
mitokondria. Peningkatan kadar ROS secara berlebihan dapat menghambat fungsi
mitokondria dalam memproduksi ATP yang dibutuhkan sebagai sumber energi
spermatozoa, sehingga pergerakan spermatozoa menjadi menurun (Dutta et al.,
2019).

Yuniar, dkk (2020) menyatakan bahwa penambahan antioksidan
berhubungan positif terhadap kemampuan mempertahankan motilitas spermatozoa
selama proses inkubasi. Keberadaan antioksidan mampu melindungi integritas dan
fungsionalitas membran sel spermatozoa yang berhubungan langsung dengan
aktivitas pergerakan spermatozoa. Hal tersebut sejalan dengan hasil penelitian ini,
dimana perlakuan E1 dan E2 menunjukkan rerata penurunan motilitas yang lebih
rendah dibandingkan kontrol, terutama pada perlakuan E2 yang memiliki rerata
penurunan motilitas paling rendah. Kondisi tersebut menunjukkan bahwa
kandungan antioksidan dalam ekstrak alfalfa mampu membantu melindungi
membran sel spermatozoa dari kerusakan sehingga motilitas spermatozoa tetap

terjaga.
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Hasil penelitian ini juga sejalan dengan penelitian Laoung-On et al (2024)
yang menunjukkan bahwa ekstrak benang sari Bombax ceiba yang mengandung
senyawa fenolik dan flavonoid mampu menekan pembentukan reactive oxygen
species (ROS) dan menekan proses oksidasi pada membran lipid pada membran sel
spermatozoa. Mekanisme tersebut diduga juga terjadi pada perlakuan E2
(konsentrasi 4%) dalam penelitian ini, sehingga perlakuan E2 menunjukkan rerata
penurunana paling rendah dibandingkan perlakuan lainnya.

Namun demikian, pada perlakuan E3 terjadi peningkatan rerata penurunan
motilitas spermatozoa dibandingkan perlakuan E2. Hal tersebut diduga karena
pemberian ekstrak alfalfa pada konsentrasi yang lebih tinggi mulai memberikan
efek toksik terhadap spermatozoa. Selain flavonoid, ekstrak alfalfa juga
mengandung alkaloid, saponin, dan tanin yang pada konsentrasi tertentu berpotensi
memberikan efek sitotoksik. Alkaloid sendiri memiliki sifat beracun, terutama
terhadap sel-sel yang memerlukan tingkat energi tinggi seperti sel spermatozoa,
karena dapat merangsang produksi radikal bebas (Ulkhak, dkk., 2023).

Perbedaan respons pada masing-masing perlakuan berkaitan dengan
kemampuan spermatozoa dalam merespons paparan senyawa bioaktif pada
konsentrasi tertentu. Pada konsentrasi tertentu, peningkatan ROS yang berlebihan
dapat menyebabkan ketidakseimbangan oksidatif yang berdampak pada gangguan
fungsi spermatozoa. Kondisi tersebut dapat mengganggu integritas membran dan
metabolisme energi spermatozoa sehingga kemampuan pergerakan spermatozoa
menurun kembali (Villaverde et al., 2019). Ketidakseimbangan oksidatif tersebut
dapat menyebabkan gangguan metabolisme energi di mitokondria spermatozoa.

Peningkatan ROS dapat menurunkan produksi ATP yang dibutuhkan spermatozoa



46

untuk melakukan pergerakan sehingga motilitas spermatozoa kembali mengalami
penurunan (Dutta et al., 2019).

Perbedaan respons spermatozoa terhadap berbagai konsentrasi ekstrak
alfalfa menunjukkan bahwa pemberian senyawa bioaktif perlu memperhatikan
kadar yang sesuai. Konsentrasi tertentu mampu memberikan efek protektif melalui
aktivitas antioksidan, sedangkan konsentrasi yang terlalu tinggi justru dapat
memicu efek toksik terhadap sel. Hal ini menunjukkan bahwa efektivitas suatu
pengobatan tidak hanya dipengaruhi oleh jenis bahan yang digunakan, tetapi juga
oleh kesesuaian dosis terhadap kondisi biologis sel. Dalam perspektif islam, upaya
menjaga kesehatan dan mencari pengobatan merupakan bentuk ikhtiar untuk
memperoleh kesembuhan seperti sabda Rasulullah saw. sebagai berikut.

sas & 35Ty s 35T

Artinya: “Tidaklah Allah menurunkan suatu penyakit kecuali menurunkan pula
penyembuhnya (obat).” (HR. Bukharti).

!

Menurut Al-Utsaimin dalam Syarah Shahih Al-Bukhari yang diterjemahkan
oleh Al-Atsari (2010) menjelaskan, makna hadist ini perintah mencari obat. Jadi
bukan sekedar berita saja, tetapi supaya seseorang berusaha mencari obat, dengan
tetap mengindahkan cara-cara yang sesuai syariat, atau sesuatu yang telah terbukti
melalui pancaindra bisa menyembuhkan, atau fakta telah membuktikan hal tersebut.
Hal ini selaras dengan hadist lainnya sebagai berikut.

= | ° % & ’; e 2
G55 o A1 03L T oI 5153 Sl 135 3153 515 )Y
Artinya: “Setiap penyakit ada obatnya. Apabila obat itu sesuai dengan penyakitnya,
maka penyakit itu akan sembuh dengan izin Allah Azza wa Jalla” (H.R
Muslim No. 5705).

An-Nawawi dalam Syarah Sahih Muslim yang diterjemahkan oleh Syiha

(2009) menjelaskan kata #13> (obat) dibaca dengan Ad-Dawa’. Para dokter
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mengatakan Sakit adalah ketika kondisi tubuh tidak normal. Pengobatan adalah
mengembalikan tubuh kepada kondisi yang normal. Sedangkan menjaga kesehatan
adalah dengan memperbaiki makanan-makanan yang bergizi dan lain sebagainya.
Mengembalikan kondisi tubuh yang normal adalah dengan obat-obatan yang sesuai
dan dapat melawan penyakit.” Hippocrates berkata, “Penyakit-penyakit dapat
diobati dengan lawannya.” Namun, terkadang hakikat penyakit dan obat tidak
diketahui banyak orang sehingga kepercayaan terhadap lawan penyakit semakin
berkurang. Dari sinilah kekeliruan para dokter terjadi. Terkadang dia mengira
bahwa penyakit itu berasal dari unsur panas, namun ternyata dari unsur dingin atau
bukan dari unsur manapun. Atau memang dari unsur panas, namun suhu panas lebih
rendah dari yang diperkirakannya, sehingga belum menghasilkan kesembuhan.
Seakan-akan beliau Shallallahu alaihi wa Sallam mengisyaratkan dengan akhir
sabdanya “Dengan izin Allah Azza wa Jalla” bahwa tidak ada yang bertentangan
dengan sabdanya yang pertama “Setiap penyakit ada obatnya.” sehingga, jika ada
yang mengatakan, “Kamu mengatakan bahwa setiap penyakit ada obatnya, namun
kami mendapatkan banyak orang-orang sakit yang berobat tidak juga sembuh.”
Maka dijawab, “Sesungguhnya itu terjadi karena pengetahuan tentang hakikat
pengobatan tidak ada, bukan karena obatnya tidak ada. Ini adalah perihal yang
jelas.” Wallahu A’lam.

Lebih lanjut, Al Bassam (1414) dalam Syarah Bulughul Maram yang
diterjemahkan oleh Suparta (2006) menjelaskan bahwa Ibnu Qayyim, saat
menuturkan beberapa hadist yang berkaitan dengan pengobatan mengatakan,
hadist-hadist pengobatan tersebut menyimpan konsep sebab akibat dan

menyalahkan orang-orang yang mengingkari konsep ini. Perintah berobat yang
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dijelaskan oleh hadist-hadist tersebut tidak bertentangan dengan sikap tawakal.
Rasulullah SAW menganjurkan agar seseorang berobat untuk sakit yang dialaminya
dan memerintahkan keluarga atau teman agar berobat saat ditimpa penyakit.

Sebagaimana firman Allah SWT dalam Al-Qur’an Surah Asy-Syu’araa ayat
80 sebagai berikut.

Aoy chass 340 Elon 13l
Artinya: “Apabila aku sakit, Dialah yang menyembuhkanku.” (QS. Asy-Syu’ araa
[26]: 80)

Makna kata (&) menurut Qurthubi dalam Tafsir Qurthubi yang
diterjemahkan oleh Utsman (2009) berarti “aku sakit”, demi menjaga sopan santun,
sebab sakit dan kesembuhan semuanya datang dari Allah SWT. Az-Zuhaili (2005)
dalam Tafsir AI-Munir menjelaskan bahwa, (0% 368 &la s 135) apabila aku
tertimpa sakit, Allah-lah yang memberikan kesembuhan kepadaku. Di sini Ibrahim
menyandarkan bahwa sakit itu datang dari dirinya sendiri dan tidak mengatakan
“Allah lah yang memberiku sakit”, sebagai bentuk etika kepada Allah SWT
walaupun sesungguhnya sakit dan kesembuhan itu semuanya datangnya dari Allah
Maha perkasa dan Maha bijaksana. Keduanya terjadi atas kuasa dan ketetapan dari-
Nya. Lebih lanjut, Al-Sheikh dalam Tafsir Ibnu Katsiir yang diterjemahkan oleh
Ghoffar, dkk (2004) menjelaskan bahwa firman pada ayat tersebut disandarkan
penyakit kepada dirinya, sekalipun hal itu merupakan gadar, gadha dan ciptaan
Allah. Akan tetapi, ia sandarkan hal itu kepada dirinya sebagai sikap beradab.
Makna hal itu berarti, jika aku menderita sakit, maka tidak ada seorang pun yang
kuasa menyembuhkanku selain-Nya sesuai takdir-Nya yang dikarenakan sebab

yang menyampaikannya.
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Menurut Shihab (2002) pada Tafsir Al-Mishbah, bahwa firman-Nya ( 133
&ula ) berarti apabila aku sakit, berbeda dengan redaksi lainnya. Perbedaan
pertama adalah penggunaan kata idzaa (apabila) dan mengandung makna besarnya
kemungkinan atau bahkan kepastian terjadinya apa yang dibicarakan, dalam hal ini
adalah sakit. Ini mengisyaratkan bahwa sakit berat atau ringan, fisik atau mental
merupakan salah satu keniscayaan hidup manusia. Perbedaan kedua adalah
redaksinya yang menyatakan, “Apabila aku sakit” bukan ‘“Apabila Allah
menjadikan aku sakit”. Namun demikian, dalam hal penyembuhan seperti juga
dalam pemberian hidayah, makan dan minum secara tegas beliau menyatakan
bahwa Yang melakukannya adalah Dia, Tuhan semesta alam itu. Dengan demikian,
terlihat dengan jelas bahwa berbicara tentang nikmat secara tegas Nabi Ibrahim as.
menyatakan bahwa sumbernya adalah Allah SWT., berbeda dengan ketika berbicara
tentang penyakit. Ini karena penganugerahan nikmat adalah sesuatu yang terpuji,
sehingga wajar disandarkan kepada Allah, penyakit adalah sesuatu yang dapat
dikatakan buruk sehingga tidak wajar dinyatakan bersumber dari Allah SWT.
demikian Nabi Ibrahim as. mengajarkan bahwa segala yang terpuji dan indah
bersumber dari-Nya. Adapun yang tercela dan negatif, maka hendaklah terlebih
dahulu dicari penyebabnya pada diri sendiri. Perlu dicatat juga bahwa
penyembuhan sebagaimana ditegaskan oleh Nabi Ibrahim as. Ini bukan berarti
upaya manusia untuk meraih kesembuhan tidak diperlukan lagi. Sekian banyak
hadist Nabi Muhammad SAW. yang memerintahkan untuk berobat.

Pola penurunan motilitas spermatozoa pada masing-masing perlakuan dapat

dilihat pada gambar 4.1.
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Gambar 4.1 Rerata penurunan motilitas spermatozoa Mus musculus secara in
vitro setelah pemberian ekstrak etanol 70% alfalfa (Medicago
sativa L.)

Berdasarkan gambar 4.1, grafik menunjukkan pola penurunan motilitas
yang menurun dari EO hingga E2, kemudian meningkat kembali pada E3. Pola
tersebut menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak alfalfa (M. sativa L.)
hingga konsentrasi tertentu mampu membantu mempertahankan motilitas
spermatozoa. Namun, pada konsentrasi lebih tinggi (E3) diduga mulai
menunjukkan indikasi efek toksik terhadap spermatozoa sehingga kemampuan
mempertahankan motilitas menurun kembali. Meskipun demikian, pengaruh
ekstrak alfalfa terhadap motilitas spermatozoa sebagaimana ditunjukkan oleh rerata
pada tabel 4.1, perlu diuji secara statistik untuk dapat disimpulkan apakah
berpengaruh secara signifikan.

Selanjutnya dilakukan analisis secara statisttk menggunakan SPSS.
Sebelum dilakukan analisis lanjutan, terlebih dahulu dilakukan uji normalitas
menggunakan metode Shapiro-Wilk serta uji homogenitas dengan Levene's Test.

Hasil uji normalitas dan homogenitas pada pengamatan motilitas spermatozoa

selama inkubasi 30 menit menunjukkan bahwa data berdistribusi normal dan
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homogen. Hal tersebut ditunjukkan oleh nilai signifikansi yang lebih besar dari 0,05
(p > 0,05) sebagaimana tercantum pada Lampiran (2). Data yang telah memenuhi
syarat uji normalitas dan homogenitas kemudian dilanjutkan dengan analisis
varians satu arah (One Way ANOVA) (Lampiran 2.).

Hasil ANOVA (Lampiran 2) menunjukkan bahwa pengaruh ekstrak etanol
70% alfalfa (Medicago sativa L.) terhadap motilitas spermatozoa memiliki nilai F-
hitung sebesar 1,35 lebih kecil dibandingkan F-tabel 5% sebesar 3,10. Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian berbagai konsentrasi ekstrak etanol 70% alfalfa
tidak memberikan pengaruh yang signifikan (o = 5%) terhadap penurunan motilitas
spermatozoa. Oleh karena itu, uji lanjut tidak dilakukan karena hasil One Way
ANOVA menunjukkan tidak adanya pengaruh yang signifikan antar perlakuan. Hal
ini dipengaruhi oleh beberapa faktor, seperti lama inkubasi, kondisi spermatozoa
selama proses penelitian, maupun media pengencer spermatozoa yang digunakan.
Spermatozoa motil tergolong normal dan fertil pada 50-80%.

Motilitas individu spermatozoa dalam pengencer NaCl fisiologis mencapai
optimal asal jenuh oksigen tetapi karena pengencer ini tidak memiliki daya
penyanggah bila tanpa oksigen, maka produk akhir yang bersifat asam akan
menyebabkan sel spermatozoa mati pada pH rendah. Bila terjadi peningkatan
elektrolit yang berlebihan akan merusak selubung lipoprotein dinding sel
spermatozoa, sehingga dapat menyebabkan kematian sel (Wiyanti, dkk., 2013).

Spermatozoa merupakan sel yang sangat sensitif terhadap perubahan
kondisi lingkungan, terutama selama proses inkubasi. Oleh karena itu, suhu perlu
dijaga tetap stabil agar spermatozoa dapat mempertahankan viabilitas dan

motilitasnya. Perubahan suhu yang terlalu rendah maupun terlalu tinggi dapat
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menyebabkan kerusakan membran sel sehingga fungsi spermatozoa menurun.
Selain itu, interval waktu penanganan yang terlalu lama juga dapat memengaruhi
kualitas spermatozoa (Fahlevi, dkk., 2025). Spermatozoa rentan mengalami stres
osmotik dan kerusakan akibat radikal bebas yang dapat meningkatkan stres
oksidatif serta merusak membran dan DNA spermatozoa selama proses penanganan
(Riskiawati dan Ernawati, 2025). Oleh karena itu, diperlukan perlakuan tambahan
seperti pemberian antioksidan, vitamin, maupun hormon tertentu untuk membantu
mempertahankan kualitas spermatozoa selama proses inkubasi.

Penambahan senyawa antioksidan diketahui mampu membantu melindungi
membran spermatozoa dari kerusakan akibat stres oksidatif sehingga motilitas
spermatozoa dapat dipertahankan. Penelitian Yilmazer et a/ (2024) menunjukkan
bahwa kombinasi suplementasi vitamin D, vitamin E, selenium dan zinc mampu
membantu meningkatkan motilitas spermatozoa serta menckan pembentukan
Reactive Oxygen Species (ROS). Vitamin E berperan sebagai antioksidan yang
melindungi membran spermatozoa dari peroksidasi lipid, sedangkan selenium dan
zinc membantu mempertahankan aktivitas enzim antioksidan serta metabolisme
energi spermatozoa. Selain itu, vitamin D berperan dalam mendukung fungsi
reproduksi dan aktivitas pergerakan spermatozoa. Kombinasi senyawa tersebut
mampu membantu menjaga integritas membran dan fungsi mitokondria
spermatozoa sehingga motilitas spermatozoa dapat dipertahankan selama proses

inkubasi.



53

4.2 Pengaruh Ekstrak Etanol 70% Alfalfa (Medicago sativa L.) terhadap
Viabilitas Spermatozoa

Viabilitas merupakan kemampuan sel spermatozoa untuk tetap hidup dalam
kondisi lingkungan tertentu. Spermatozoa hidup ditandai dengan membran plasma
yang masih utuh sehingga tidak menyerap pewarna eosin, sedangkan spermatozoa
mati akan menyerap pewarna akibat kerusakan membran sel (Gambar 4.2).
Penurunan viabilitas dapat dipengaruhi oleh stres oksidatif akibat peningkatan
reactive oxygen species (ROS) yang dapat merusak membran sel spermatozoa. Oleh
karena itu, diperlukan antioksidan untuk membantu mempertahankan kualitas
spermatozoa. Salah satu bahan alami yang diketahui memiliki kandungan

antioksidan adalah alfalfa (Medicago sativa L.) (Indriyani, dkk., 2021).

Gambar 4.2 Hasil pengamatan spermatozoa pada uji viabilitas menggunakan
mikroskop cahaya pada perbesaran 400x dengan pewarna eosin
nigrosin. (a) sperma hidup berwarna transparan (b) sperma mati
berwarna gelap

Data rerata pengaruh ekstrak etanol 70% alfalfa terhadap viabilitas

spermatozoa secara in vitro disajikan pada tabel berikut.
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Tabel 4.2 Rerata penurunan viabilitas spermatozoa mencit (Mus musculus) setelah
pemberian ekstrak etanol 70% alfalfa (Medicago sativa L.) secara in
vitro

Penurunan Viabilitas (%) pada ulangan ke-

Perlakuan Total Rerata
2 3 4 5

E0
(Kontrol)

E1 (2%) 288 287 726 664 423 854 3242 540
E2 (4%) 275 183 543 417 249 6.63 2331 3.88
E3 (6%) 439 8.18 6.00 684 826 931 4298 7.16

867 772 642 946 881 923 5030 8.38

Berdasarkan tabel 4.2, pemberian ekstrak alfalfa mengalami penurunan
viabilitas spermatozoa setelah inkubasi selama 30 menit. Perlakuan kontrol (EO)
menunjukkan rerata penurunan viabilitas tertinggi sebesar 8,38%. Sedangkan pada
perlakuan ekstrak alfalfa, perlakuan E1 dan E2 menunjukkan penurunan viabilitas
yang semakin rendah. Perlakuan E2 (konsentrasi 4% ekstrak alfalfa) memiliki
rerata penurunan viabilitas paling rendah sebesar 3,88% yang menunjukkan bahwa
ekstrak alfalfa tersebut berpotensi lebih baik dalam mempertahankan viabilitas
spermatozoa. Namun demikian, pada perlakuan E3 terjadi peningkatan rerata
penurunan viabilitas menjadi 7,16%. Pola tersebut menunjukkan bahwa
peningkatan konsentrasi ekstrak alfalfa hingga konsentrasi tertentu mampu
menghambat penurunan viabilitas spermatozoa, tetapi pada konsentrasi yang lebih
tinggi mulai memberikan efek toksik terhadap spermatozoa sehingga kemampuan
mempertahankan viabilitas menurun kembali. Pola perubahan viabilitas yang
diperoleh menunjukkan kecenderungan yang serupa dengan parameter motilitas
(Tabel 4.1).

Tanaman alfalfa (M. sativa L.) mengandung senyawa fenolik dan flavonoid
yang memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi. Flavonoid merupakan salah satu

golongan senyawa fenolik yang berperan penting dalam melawan radikal bebas
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(Marabijala, dkk., 2025). Penambahan antioksidan dapat membantu
mempertahankan kelangsungan hidup spermatozoa dengan melindungi membran
lipid dari kerusakan akibat peroksidasi. Antioksidan bekerja dengan mencegah
kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas melalui penghentian reaksi oksidatif
berantai (Pandahuki et al., 2024).

Ketidakseimbangan antara produksi ROS dan kemampuan sistem
antioksidan dalam menetralisir radikal bebas dapat menyebabkan terjadinya stres
oksidatif. Kondisi tersebut menyebabkan kerusakan berbagai struktur seluler,
terutama membran plasma yang banyak mengandung asam lemak tak jenuh ganda,
serta molekul penting seperti DNA dan protein (Moretti et al., 2023). Spermatozoa
sangat rentan mengalami stres oksidatif karena memiliki kandungan enzim
antioksidan dan sitoplasma yang relatif rendah, sehingga kemampuannya dalam
menetralisir ROS dalam jumlah tinggi menjadi terbatas (Kowalczyk, 2022).

Hal tersebut sejalan dengan penelitian Leyn, dkk (2021) yang menyatakan
bahwa penambahan antioksidan dari ekstrak kulit buah naga mampu membantu
mempertahankan viabilitas spermatozoa. Kandungan antioksidan pada ekstrak
tersebut mampu mencegah dan mengurangi peroskdiasi lipid akibat radikal bebas
sehingga kerusakan membran plasma spermatozoa dapat diminimalkan. Kondisi
tersebut membantu mempertahankan proses metabolisme dan fungsi fisiologis
spermatozoa sehingga viabilitas spermatozoa tetap terjaga. Penambahan zat
antioksidan pada media pengencer juga diketahui berperan dalam melindungi
membran spermatozoa dari kerusakan oksidatif serta membantu mempertahankan

kualitas spermatozoa selama proses inkubasi.
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Namun demikian, pada perlakuan E3 terjadi peningkatan rerata penurunan
viabilitas spermatozoa dibandingkan perlakuan E2. Kondisi tersebut dapat
disebabkan konsentrasi ekstrak yang terlalu tinggi mengindikasikan efek toksik
terhadap spermatozoa. Rivera et al (2020) menyatakan bahwa efek toksik yang
muncul dapat disebabkan oleh akumulasi komponen antioksidan yang berlebihan
dalam media penyimpanan semen cair. Ketidakseimbangan secara tidak langsung
dan memperburuk kerusakan spermatozoa. Penelitian Ervandi, dkk (2025)
menyatakan bahwa pemberian glutathione dalam konsentrasi tinggi dapat
menyebabkan deformasi kepala dan ekor spermatozoa. Kondisi tersebut berkaitan
dengan perubahan membran plasma spermatozoa akibat peran glutathione yang
tidak seimbang dalam lingkungan semen.

Sebagaimana hasil yang didapatkan pada tabel 4.4, maka selanjutnya
dilakukan analisis secara statistik menggunakan SPSS. Sebelum dilakukan analisis
lanjutan, terlebih dahulu dilakukan uji normalitas menggunakan metode Shapiro-
Wilk serta uji homogenitas dengan Levene’s Test. Hasil uji normalitas dan
homogenitas pada pengamatan viabilitas selama inkubasi 30 menit menunjukkan
bahwa data berdistribusi normal dan homogen. Hal tersebut ditandai dengan nilai
signifikansi yang lebih besar dari 0,05 (p > 0,05) sebagaimana tercantum pada
Lampiran (4). Data yang telah memenuhi syarat uji normalitas dan homogenitas
kemudian dilanjutkan dengan analisis varians satu arah (One Way ANOVA) yang
disajikan pada Lampiran (4).

Hasil ANOVA (Lampiran 4.) menunjukkan bahwa pengaruh ekstrak etanol
70% alfalfa (Medicago sativa L.) terhadap viabilitas spermatozoa memiliki nilai F-

hitung sebesar 6,80 lebih besar dibandingkan F-tabel 5%. Hal ini menunjukkan
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bahwa pemberian berbagai konsentrasi ekstrak etanol 70% alfalfa memberikan
pengaruh yang signifikan pada o = 5% terhadap perubahan viabilitas spermatozoa
antar kelompok perlakuan. Oleh karena itu, analisis dilanjutkan dengan uji lanjut
duncan. Uji lanjut duncan digunakan karena hasil ANOVA menunjukkan adanya
pengaruh yang signifikan dan nilai koefisien keragaman (KK) pada viabilitas
menunjukkan > 10%. Hasil uji lanjut Duncan disajikan dalam tabel berikut.

Tabel 4.3 Hasil uji lanjut duncan pengaruh ekstrak etanol 70% alfalfa (Medicago

sativa L.) terhadap viabilitas spermatozoa mencit (Mus musculus) secara in vitro

Perlakuan Rerata (%) = SD
EO (Kontrol) 8.38+1.13%
El 2%) 5.40 + 2.40%
E2 (4%) 3.88 + 1.86"
E3 (6%) 7.16 +1.78¢

Keterangan: Notasi dengan huruf yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan
signifikan pada taraf 5%

Hasil uji Duncan pada Tabel 4.3 menunjukkan adanya perbedaan nyata
antarperlakuan terhadap penurunan viabilitas spermatozoa selama inkubasi 30
menit, yang ditunjukkan oleh notasi huruf yang berbeda. Perbedaan viabilitas
spermatozoa menunjukkan bahwa pemberian ekstrak etanol 70% alfalfa (Medicago
sativa L.) memberikan pengaruh yang berbeda terhadap penurunan viabilitas
spermatozoa setelah inkubasi selama 30 menit. Perlakuan E2 menghasilkan rerata
penurunan viabilitas spermatozoa paling rendah sebesar 3,88% yang berada pada
notasi be. Perlakuan E2 tidak berbeda nyata dengan perlakuan E1 yang memiliki

notasi ab maupun perlakuan E3 yang memiliki notasi ¢ karena masih memiliki
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huruf yang sama pada notasinya. Namun, perlakuan E2 berbeda nyata dengan
perlakuan EO yang berada pada notasi a. Hasil ini menunjukkan bahwa perlakuan
E2 mampu mempertahankan viabilitas spermatozoa lebih baik dibandingkan
perlakuan EO (kontrol) selama proses inkubasi.

Sementara itu, perlakuan E0 menunjukkan rerata penurunan viabilitas
spermatozoa tertinggi sebesar 8,38 yang berada pada notasi a. Perlakuan EO
(kontrol) tidak berbeda nyata dengan perlakuan E1 yang memiliki notasi ab, tetapi
berbeda nyata dengan perlakuan E2 dan E3 yang memiliki notasi berbeda.
Tingginya penurunan viabilitas pada perlakuan EO mengindikasikan bahwa
spermatozoa mengalami penurunan viabilitas yang lebih besar selama inkubasi
dibandingkan perlakuan E2 dan E3.

Spermatozoa merupakan sel yang sangat rentan terhadap kerusakan
oksidatif karena membrannya mengandung asam lemak tak jenuh ganda (PUFA)
dalam jumlah tinggi. PUFA mudah mengalami serangan oksidatif oleh ROS yang
dapat memicu peroksidasi lipid. Proses tersebut menyebabkan kerusakan integritas
dan fungsi membran spermatozoa sehingga dapat menurunkan kemampuan
spermatozoa untuk bertahan hidup (Wang ef al., 2025). Kerusakan membran akibat
peroksidasi lipid menyebabkan permeabilitas membran plasma meningkat sehingga
spermatozoa kehilangan kemampuan mempertahankan fungsi fisiologis (Van-Tran
et al., 2016). Oleh karena itu, kandungan antioksidan pada ekstrak alfalfa diduga
berperan dalam melindungi membran spermatozoa dari kerusakan oksidatif
sehingga viabilitas spermatozoa dapat dipertahankan selama proses inkubasi.

Penurunan motilitas individu dan viabilitas spermatozoa terjadi karena

pengencer NaCl fisiologis merupakan larutan garam sederhana dengan kemampuan
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yang terbatas, serta adanya aktivitas metabolik spermatozoa yang dapat
menghasilkan senyawa bersifat toksik bagi sel itu sendiri. Yulnawati dan Setiadi
(2005) menyatakan bahwa spermatozoa yang telah mati dapat memberikan efek
toksik terhadap spermatozoa lain yang masih hidup, sehingga secara umum kualitas
semen akan menurun. Keberadaan senyawa toksik, baik yang berasal dari
spermatozoa yang mati maupun hasil oksidasi komponen pengencer selama
penyimpanan, dapat meningkatkan pembentukan radikal bebas yang berpotensi
merusak integritas membran plasma spermatozoa. Campuran antara larutan NaCl
dengan plasma semen yang seimbang dapat menciptakan kondisi isotonis sehingga
mampu mempertahankan daya hidup spermatozoa. Proses osmosis hanya terjadi
apabila terdapat perbedaan konsentrasi zat terlarut yang tidak dapat melewati
membran plasma antara intrasel dan ekstrasel. Ion natrium merupakan komponen
utama cairan ekstrasel yang berperan penting dalam mengatur tekanan osmotik.
Selain itu, penurunan motilitas dan viabilitas juga diduga berkaitan dengan peran
ion kalsium, di mana pelepasan ion Ca** intraseluler spermatozoa dapat bereaksi
dengan ion Cl~ dalam pengencer (Wiyanti, dkk., 2013).

Berdasarkan kedua penjelasan tersebut, dapat disimpulkan bahwa ion Na*
dalam pengencer NaCl berperan dominan dalam menjaga osmolaritas ekstraseluler
yang berinteraksi dengan plasma semen, sedangkan ion Ca** berpengaruh terhadap
kondisi internal spermatozoa. Keseimbangan kedua kondisi tersebut
memungkinkan pengencer NaCl menciptakan lingkungan isotonis yang dapat

mempertahankan kelangsungan hidup spermatozoa.
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BAB YV
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang didapat dari penelitian ini bahwa pemberian ekstrak
etanol alfalfa (Medicago sativa L.) sebagai sumber antioksidan secara in vitro
memiliki respons yang berbeda terhadap motilitas dan viabilitas spermatozoa Mus
musculus. Pemberian ekstrak alfalfa tidak berpengaruh terhadap motilitas
spermatozoa. Pemberian ekstrak alfalfa pada viabilitas berpengaruh terhadap
viabilitas spermatozoa Mus musculus secara in vitro. Perlakuan E2 (konsentrasi

4%) menunjukkan kemampuan terbaik dalam mempertahankan viabilitas

spermatozoa, dengan rerata viabilitas yang dihasilkan sebesar 3,88%.

5.2 Saran

Saran dalam penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan penggunaan media pengencer
sebagai sumber nutrisi pada spermatozoa.

2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan jumlah lapang pandang yang lebih
banyak untuk meningkatkan ketelitian dan mengurangi subjektivitas dalam
penilaian kualitas spermatozoa.

3. Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan mengamati berbagai parameter lain
sepeerti morfologi, integritas membran plasma, dan lain sebagainya.

4. Perlu dilakukan penelitian melakukan pengukuran kadar ROS atau MDA untuk
membuktikan mekanisme antioksidan ekstrak alfalfa dalam mempertahankan

kualitas spermatozoa.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Tabel Perhitungan Rerata Motilitas

69

Perlakuan | Waktu 1 5 Ulang; n M(Thtas) 5 6 Total | Rerata | Delta
E0 0 65.18 | 63.59 | 54.69 | 67.14 | 70.00 | 73.58 | 394.19 | 65.70 6.83
30 59.72 | 63.06 | 51.72 | 57.14 | 55.75 | 65.85 | 353.24 | 58.87
El 0 66.20 | 66.15 | 63.50 | 65.92 | 74.36 | 64.50 | 400.63 | 66.77 4.60
30 65.35 | 61.36 | 60.59 | 61.76 | 64.18 | 59.78 | 373.03 | 62.17
E2 0 63.83 | 58.68 | 65.12 | 59.34 | 62.07 | 58.73 | 367.76 | 61.29 297
30 63.60 | 55.31 | 59.32 | 57.89 | 59.04 | 54.76 | 349.92 | 58.32
E3 0 70.57 | 69.58 | 64.22 | 62.42 | 69.23 | 60.00 | 396.02 | 66.00 497
30 66.36 | 63.80 | 61.44 | 58.73 | 60.55 | 59.50 | 370.38 | 61.73
Lampiran 2. Analisis Motilitas secara statistik
Uji Normalitas
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnoy? Shapiro-Willk
Perlakuan  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Motilitas  EOD A15 ] 200 988 ] 984
E1 309 ] 078 .Bo5 ] 348
E2 A79 ] 200 982 ] 962
E3 A75 ] 200 982 ] 961
* This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Uji Homogenitas
Tests of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic dft df2 Sig.
Motilitas ~ Based on Mean 1.649 3 20 210
Based on Median 1.629 3 20 214
Based on Median and 1.629 3 16.229 222
with adjusted df
Based on trimmed mean 1.645 3 20 21
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Uji ANOVA
ANOVA

Motilitas

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 46.136 3 15.3749 1.348 287
Within Groups 228.039 20 11.402
Total 274174 23

Hasil ANOVA pengaruh ekstrak etanol 70% alfalfa (Medicago sativa L.)

terhadap motilitas spermatozoa mencit (Mus musculus) pada o =5%

SK DB JK KT F-hitung F-Tabel 5%
Selisih
Perlakuan 3 46.14 15.38 1.35 3,10
Galat 20 228.04 11.40
Total 23 274.17

Lampiran 3. Tabel Perhitungan Rerata Viabilitas
Ulangan

Perlak Wakt
erlakuan aktu 5 3 4 5 p

Total Rerata Delta

0 65.55 64.68 58.21 62.00 67.14 69.23 386.81 6447
E0 8.38
30 56.88 56.96 51.79 52.54 5833 60.00 336.51 56.08

0 7193 6098 63.58 73.68 64.55 68.12 402.83 67.14
E1l 5.40

30 69.05 58.11 5632 67.05 6032 5957 37041 61.74

o) 0 6429 6593 61.36 7292 6591 69.79 400.20 66.70 3.88
30 61.54 64.10 5593 6875 6341 63.16 37690 62.82 '

E3 0 71.05 67.80 70.00 70.73 66.04 63.16 408.78 68.13 716
30 66.67 59.62 64.00 63.89 57.78 53.85 365.79 60.97 '




Lampiran 4. Analisis Viabilitas secara Statistik

Uji Normalitas

Tests of Normality
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Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Perlakuan  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Viahilitas  EO 266 6 200" 888 5] 309
E1 196 6 200" 893 5] 336
E2 228 6 200" 833 5] G06
E3 215 6 200" 859 5] 811
* This is a lower bound ofthe true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Uji Homogenitas
Tests of Homogeneity of Variances
Levene
Stafistic dfl df2 Sig.
Viabilitas  Based on Mean 2.361 3 20 A02
Based on Median 2142 3 20 A27
Based on Median and 2142 3 19.471 128
with adjusted df
Based on trimmed mean 2.385 3 20 00
Uji ANOVA
ANOVA
Viabilitas
sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 70221 3 23407 6.798 ooz
Within Groups G8.BAR 20 3.443
Total 139.087 23
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Uji lanjut menggunakan DMRT (Duncan’s Multiple Range Test)

Viabilitas
Subsetforalpha=0.05

Perlakuan M 1 2 3
Tukey HSD®*  E2 ] 3.8833

E1 ] 54033 54033

E3 6 71633

EOD 6 8.3850

sig. 503 052
Duncan® E2 B 3.8833

E1 6 5.4033 5.4033

E3 ] 71633 71633

ED ] 8.3850

Sig. AT 16 268

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.

Hasil ANOVA pengaruh ekstrak etanol 70% alfalfa (Medicago sativa L.)

terhadap viabilitas spermatozoa mencit (Mus musculus) pada a = 5%

SK DB JK KT F-Hitung F'g(f;bel
(1]
Selisih 3 70.22 23.41 6.80 3.10
Perlakuan
Galat 20 68.87 3.44

Total 23 139.09



Lampiran 5. Dokumentasi Penelitian
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Simplisia alfalfa
(Medicago sativa L.)

Penimbangan simplisia

alfalfa (Medicago sativa L.)

Proses maserasi simplisia
dalam etanol 70%

Pencampuran

simplisia

dengan

etanol 70% sebanyak

Penyimpanan dan
perendaman simplisia
selama proses maserasi

e c
Penyaringan
maserasi
menggunakan corong
Buchner

hasil

Penguapa pelarut
menggunakan Rotary
Evaporator

Ekstrai( kental  alfalfa
(Medicago sativa L.) hasil
evaporasi
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Proses isolasi Spermatozoa Mus musculus

Identifikasi dan pengambilan saluran
reproduksi jantan

\

Pencacahan cauda epididimis
menggunakan gunting bedah untuk
memperoleh suspensi spermatozoa

Hasil Pengamatan

Motilitas

Viabilitas

a. Spermatozoa  hidup  berwarna
transparan

b. Spermatozoa mati berwarna gelap
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